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El GB virus C (GBV-C), también conocido como virus de la hepatitis G, es un virus humano 
no patogénico. Su infección es bastante frecuente, encontrándose incluso en personas sanas. Su 
prevalencia es mucho mayor en individuos considerados de riesgo, ya que comparte las vías de 
transmisión con otros virus, como por ejemplo con el virus de la hepatitis B, el virus de la 
hepatitis C o el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).  
Numerosos estudios asocian la coinfección del GBV-C y el VIH con una menor progresión de 
la enfermedad y con una mayor supervivencia de los pacientes una vez que el SIDA se ha 
desarrollado. Sin embargo, el mecanismo de acción aún no se ha determinado. De este modo, el 
estudio de la interacción entre ambos virus podría dar lugar a nuevos agentes terapéuticos para 
el tratamiento del SIDA. Por otro lado, en cuanto al diagnóstico, actualmente no existe ningún 
sistema comercial para detectar marcadores específicos de la infección causada por el GBV-C. 
De esta manera, en esta tesis se ha estudiado la capacidad de diversas moléculas peptídicas de 
regiones de la proteína de envoltura E2 y de la proteína no estructural NS4a del GBV-C para 
inhibir la entrada del VIH-1 a la célula, con el fin de conocer su potencial aplicación como 
agentes terapéuticos contra dicho virus. Asimismo, se ha estudiado la utilidad de dichas 
construcciones para desarrollar nuevos sistemas de diagnóstico de la infección causada por el 
GBV-C, empleando el ensayo inmunoenzimático de ELISA y la técnica de microarrays. 
En primer lugar, se ha realizado un estudio detallado de la proteína E2 del GBV-C mediante la 
preparación de microarrays peptídicos con 124 secuencias lineales de dicha proteína. Para ello, 
se han empleado sueros procedentes de pacientes infectados por el VIH-1, de los cuales se 
conocía la presencia o ausencia de anticuerpos anti-E2 del GBV-C, y sueros de personas 
voluntarias sanas. Este ensayo ha permitido identificar dominios potencialmente antigénicos de 
la proteína E2 del GBV-C. 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos y estudios previos realizados en el grupo de 
investigación, se ha llevado a cabo la síntesis de moléculas peptídicas derivadas del dominio N-
terminal de la proteína E2 del GBV-C. Por un lado, se ha realizado la síntesis en fase sólida, 
siguiendo una estrategia Fmoc/tBu, de péptidos lineales y de MAPs tetraméricos de tipo lineal 
homogéneo (con cuatro secuencias peptídicas iguales) y de tipo lineal heterogéneo (con 
secuencias peptídicas iguales dos a dos). También se han sintetizado péptidos cíclicos en 
solución mediante la reacción de transtioesterificación intramolecular conocida como Ligación 
Química Nativa. Por último, se ha llevado a cabo la formación de MAPs tetraméricos de tipo 




caracterizado por HPLC, UPLC y espectrometría de masas (ESI y MALDI-TOF) y se han 
purificado por HPLC semipreparativo. 
Posteriormente, se han realizado ensayos de fusión celular con el fin de evaluar la actividad anti-
VIH-1 de las moléculas peptídicas que derivan del dominio N-terminal de la proteína E2 del 
GBV-C. Las líneas celulares empleadas fueron la Hela-env y la TZM-bl. De este estudio pudo 
concluirse que las construcciones de tipo cíclico tienen mayor tendencia hacia una mayor 
inhibición de la entrada del VIH-1 en la célula.  
Se ha estudiado la capacidad para detectar anticuerpos anti-GBV-C de todas las secuencias y 
construcciones sintéticas mediante el ensayo inmunoenzimático de ELISA con sueros 
procedentes de pacientes con hepatitis C crónica, de pacientes sometidos a hemodiálisis, 
infectados con VIH-1 y sueros de donantes voluntarios sanos. Los resultados obtenidos 
demostraron la potencial utilidad diagnóstica de la región E2(7-26) del GBV-C. 
Por último, con un panel de sueros de pacientes infectados por el VIH-1, del que no se tenía 
información sobre la presencia o ausencia de anticuerpos anti-E2 del GBV-C, se ha evaluado el 
valor diagnóstico de los dominios peptídicos identificados mediante microarrays. La 
combinación de las secuencias peptídicas ensayadas ha permitido establecer una reactividad del 
47% en cuanto a la detección de anticuerpos anti-E2 del GBV-C en personas infectadas por el 
VIH-1. Además, esta tecnología ha miniaturizado el ensayo inmunoenzimático de ELISA y ha 
demostrado la utilidad de los péptidos sintéticos como potenciales antígenos para el desarrollo 

























































A  Absorbancia 
aa  Aminoácido 
Abu  Ácido 2-aminobutírico  
Ac  Anticuerpo 
ACN  Acetonitrilo 
AcOH  Ácido acético 
Ag  Antígeno 
Ahx  ácido 6-aminohexanoico 
ANOVA Análisis de Varianza 
AUC  Área Bajo la Curva, (Area Under  




Boc  tert-butoxicarbonil 
BSA  Albúmina Sérica Bovina (Bovine  




CCF  Cromatografía en Capa Fina 
CCI  Coeficiente de Correlación 
Intraclase 
Cloranilo Tetracloro-p-benzoquinona 
CM  Cuadrado Medio 
CO  Valor del punto de corte 
  (Cut-Off) 
Cy3  Indocarbacianina-3 
Cy5  Indocarbacianina-5 
Cyc-HT  Ciclo cabeza-cola de un   
  péptido N-cisteinil, (Cyclic Head  




DBU  1,8-diazabiciclo-[5,4,0]-undec-7- 
  ene 
DCU  Diciclohexilurea 
DCM  Diclorometano 






DHB  Ácido 2,5-dihidroxibenzoico,  
  (2,5-Dihydroxibenzoic acid) 
 
 
DIEA  N,N-diisopropiletilamina 
DIPCDI N,N’-diisopropilcarbodiimida 
DMF  N,N’-dimetilformamida 




EDTA  Ácido etilendiaminotetraacético 
ELISA  Ensayo Inmunoenzimático en  
  fase sólida (Enzyme-Linked  
  Immunosorbent Assay) 
ESI  Espectroscopia de Masas con  
  Ionización por Electrospray  
  (ElectroSpray-Mass Spectroscopy) 




F  F de Fisher 
FDR  False Discovery Rate 
Fm  9-Fluorenilmetil 












HCCA  Ácido hidroxicinámico   
  (Hydroxicinnamic Acid) 
HD  Hemodializados 
HOAt  1-Hidroxi-7-azabenzotriazol 
HOBt  1-Hidroxibenzotriazol 
Abreviaturas 
24 
HPLC  Cromatografía Líquida de  
  Alta Resolución (High-Performance 
  Liquid Chromatography) 
HRP  Peroxidasa de Rábano   





I.C.  Intervalo de Confianza 
Ig  Inmunoglobulina 
Igepal  Octilfenil-polietilenglicol 
IgG  Inmunoglobulina G 
ivDde  1-(4,4-dimetil-2,6-  
  dioxociclohex-1-iliden)- 3- 
  metilbutil 
L 
 
LTR  Long Terminal Repeats 




MALDI-TOF Matrix-Assisted Laser   
  Desorption-Ionization 
  Time of Flight 
MAP  Péptido Multiantigénico (Multipe  
  Antigen Peptide) 
MeOH  Metanol 
MTT  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenilformazán 










O2Oc  ácido 3,6-dioxaoctanoico 






P25  Percentil 25 
P75  Percentil 75 
PBS  Tampón fosfato salino   
  (Phosphate Buffered Saline) 
Pmc  2,2,5,7,8-pentametilcroman-6- 
  sulfonil 
PyBOP  Hexafluorofosfato de   
  benzotriazol-1-il-N-oxi-  
  tris(pirrolidin)fosfonio 
R 
 
R.I.  Rango Intercuartílico 
ROC  Curva de Rendimiento 
Diagnóstico (Receiver Operating 
Characteristic) 




SA  Ácido Sinapínico (Sinapinic Acid) 
SC  Suma de Cuadrados 
SIDA  Síndrome de Inmunodeficiencia 
Adquirida 
SPPS  Síntesis de Péptidos en Fase  
  Sólida (Solid-Phase Peptide  
  Synthesis) 
SDS  Dodecil sulfato sódico (Sodium  




T  Temperatura 
t  Tiempo 
TBAI  Yoduro de tetrabutilamonio 




tBu  tert-butil 
TCEP  Tris(2-carboxietil)fosfina 
TNBS  Ácido 2,4,6-trinitrobenceno 
  sulfónico 
TFA  Ácido trifluoroacético 
TIS  Triisopropilsilano 




Tritón x-100 Octilfenolpoli(etilenflicoleter)x 
Trt  Trifenilmetil 








UV  Ultravioleta 
UPLC  Cromatografía Líquida de Ultra   





VIH  Virus de la Inmunodeficiencia  
Humana 




WSCDI  Hidrocloruro de 1-etil-3-(3’- 
dimetilaminopropil)carbodiimida  
Carbodiimida soluble en agua  




























































Tabla 1. Aminoácidos, código de tres letras y estructura. 
 
Las abreviaturas de los aminoácidos siguen la regla de la Comisión de Nomenclatura Bioquímica 
de la IUPAC-IUB: J.Biol. Chem., 1981, 256, 12-14 y Eur. J. Biochem. 1984, 138, 9-37. 
Aminoácido Estructura Aminoácido Estructura 
Alanina, Ala, A 
 
Isoleucina, Ile, I 
Ácido aspártico, Asp, D Leucina, Leu, L 
Ácido glutámico, Glu, E Lisina, Lys, K 
Arginina, Arg, R Metionina, Met, M 
 
Asparagina, Asn, N Prolina, Pro, P 
 
Cisteína, Cys, C Serina, Ser, S 
Fenilalanina, Phe, F Treonina, Thr, T 
Glutamina, Gln, Q 
 
Tirosina, Tyr, T 
Glicina, Gly, G 
 
Triptófano, Trp, W 
 














Tabla 2. Grupos protectores empleados en la estrategia Fmoc/tBut 
Grupo protector Aminoácido Estructura 
tert-butoxicarbonil (Boc) 
Cisteína, Cys, C   













Arginina, Arg, R 
tert-butil (tBu) 
Ácido aspártico, Asp, D 
Ácido glutámico, Glu, E 
Serina, Ser, S 
Tirosina, Tyr, Y 
Treonina, Thr, T 
 
Tritil (Trt) 
Asparagina, Asn, N 
Cisteína, Cys, C 
Glutamina, Gln, Q 





Tabla 3. Soportes sólidos utilizados en la síntesis de péptidos en fase sólida 
 
 













Tabla 4. Agentes de condensación y aditivos empleados en la síntesis de péptidos. 































 Tabla 5. Índice de las moléculas peptídicas sintetizadas. 
 




E2(17-26) (LP3E2) (C)WQS[Abu]S[Abu]RANG 
cyc-HT-CysE2(17-26) (CP3) 
E2(11-26) (LP2 E2) (C)FEPGLTWQS[Abu]S[Abu]RANG 
cyc-HT-CysE2(11-26) (CP2) 
E2(7-26) (LP1E2) (C)GSRPFEPGLTWQS[Abu]S[Abu]RANG 
cyc-HT-CysE2(7-26) (CP1) 

















































































































El GB virus C (GBV-C)1, 2 pertenece a la familia Flaviviridae y se caracteriza por presentar 
envuelta y una cadena de ARN sencilla de polaridad positiva. El modelo de su estructura se 







Figura 1. Estructura del GBV-C donde se observan las proteínas de envoltura E1 y E2 en la 
membrana lipídica, la proteína de la cápside y el ARN. 
 
El genoma del GBV-C consta aproximadamente de 9.400 nucleótidos que codifican para una 
única poliproteína de unos 2.900 aminoácidos. En el extremo amino de ésta, se encuentran las 
proteínas de envoltura E1 y E2,  y en el extremo carboxilo las proteínas no estructurales NS2, 







Figura 2. Genoma del GBV-C. Se señalan las diferentes regiones del genoma y las 
correspondientes proteínas codificadas. 
 
A este virus también se le conoce como virus de la hepatitis G, ya que, cuando se descubrió, 
muchos grupos de investigación trataron de correlacionarlo con la inflamación hepática u otras 
enfermedades asociadas3, 4. Sin embargo, no parece causar hepatitis ni ninguna otra patología5, 6; 
por tanto, podría decirse que se trata de un virus humano no patogénico.  
La infección con el virus GBV-C es bastante frecuente, encontrándose incluso en personas 
sanas7. Su prevalencia es mucho mayor en individuos considerados de riesgo, ya que comparte 
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las vías de transmisión con otros virus8-10, como por ejemplo con el virus de la hepatitis B 
(VHB)11, el virus de la hepatitis C (VHC)12 y el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)6, 13. 
Así, la coinfección con estos virus es muy común. Se ha descrito que entre el 15% y el 20% de 
los individuos infectados por el VHC tienen además una infección activa por el GBV-C, y entre 
el 25% y el 70% presenta evidencias de contacto anterior con dicho virus, es decir, presencia de 
anticuerpos anti-E214-16. En el caso de la coinfección con el GBV-C y el VIH-1, la prevalencia 
del primero sobre el segundo varía entre el 17% y el 40% de los enfermos13. En España, se han 
realizado varios estudios para conocer la prevalencia de infección por el GBV-C, y se ha 
concluido que entre el 6% y el 26% de los pacientes que requieren de hemodiálisis presentaron 
infección activa por dicho virus. Además, el 27% de los pacientes estudiados estaban 
coinfectados con el VHC, y el 19% con el VHB17, 18.  
Por otro lado, las personas con frecuente exposición a sangre o productos sanguíneos 
(hemofílicos u otras coagulopatías) también poseen un elevado riesgo de adquirir el GBV-C. En 
este grupo de pacientes, la prevalencia de la infección activa del virus oscila entre el 14% y el 
38%19, 20. 
 
Algunos trabajos asocian la coinfección GBV-C/VIH con una menor progresión de la 
enfermedad y con una mayor supervivencia de los pacientes una vez que el síndrome de 
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) se ha desarrollado13, 21, 22. No obstante, aunque se sabe que 
el GBV-C se replica en células mononucleares de sangre periférica, incluyendo los linfocitos T y 
B23, el mecanismo por el cual ejerce un efecto protector en pacientes infectados con el VIH 
todavía no se ha determinado. 
En cuanto al diagnóstico, la infección activa por el GBV-C se detecta por la presencia del virus 
en el suero tras la amplificación de las secuencias del genoma del virus mediante la técnica de la 
reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR)24. En el caso de la infección pasada, la presencia 
de anticuerpos anti-E2 podría considerarse un indicador25. En este sentido, las empresas Abbott 
y Roche desarrollaron un ensayo inmunoenzimático que utilizaba como antígeno la proteína 
recombinante E2 de la envoltura viral para la detección de anticuerpos anti-GBV-C. Sin 
embargo, en la actualidad, este ensayo se encuentra descatalogado debido a la presencia de falsos 
negativos en algunos casos, baja sensibilidad en otros y errores en el diagnóstico debido a la 
variabilidad de estos ensayos. Por tanto, actualmente, no existe en el mercado ningún sistema 
que permita diagnosticar la infección pasada por el GBV-C. A esto hay que añadir que, en 
algunos trabajos, se ha detectado en suero la presencia simultánea de anticuerpos anti-E2 y de 
ARN viral26, 27. También se han descrito casos de personas expuestas al virus que no han 
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desarrollado anticuerpos contra la proteína E228, aunque no se descarta que se desarrollen 
anticuerpos dirigidos contra otras proteínas, como son las proteínas no estructurales. Por otro 
lado, algunos estudios proponen que los anticuerpos anti-E2 no son marcadores del todo fiables 
de la enfermedad pasada en poblaciones inmunodeprimidas29, particularmente en pacientes 
coinfectados con el VHC que reciben terapia con interferón. Todo ello hace necesario el 
desarrollo de un nuevo sistema para el diagnóstico de la infección por el GBV-C. 
En los últimos años, se han utilizado péptidos sintéticos lineales, cíclicos y ramificados para 
mimetizar epítopos específicos de agentes infecciosos de diversas enfermedades con el fin de 
desarrollar sistemas de diagnóstico30, 31. En la Unidad de Síntesis y Aplicaciones Biomédicas de 
Péptidos (USiBAP) del Instituto de Química Avanzada de Cataluña (IQAC-CSIC), se ha 
estudiado la utilidad de péptidos sintéticos tanto de las proteínas estructurales como no 
estructurales del GBV-C para el desarrollo de nuevos sistemas de diagnóstico de la infección 
causada por el GBV-C32-34. Estas moléculas peptídicas actuarían como antígenos químicamente 
bien definidos garantizando una menor variabilidad inter- e intra-ensayos.  
 
 
 Virus de la Inmunodeficiencia Humana y GB virus C 
El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) pertenece a la familia Retroviridae y se caracteriza 
por tener dos hebras idénticas, no unidas entre sí, de ARN monocatenario de polaridad positiva. 
También se caracteriza por su capacidad de transcribir su ARN en una doble cadena de ADN 
mediante la enzima trasncriptasa inversa para, de este modo, poder replicarse. El VIH tiene 
forma esférica y una bicapa lipídica externa que recubre un core nucleoproteico (cápside) que 
alberga el material genético viral (figura 3).  
En la actualidad, se conoce la existencia de dos variantes de este virus, el VIH de tipo 1 (VIH-
1)35 y el VIH de tipo 2 (VIH-2)36, siendo este último menos patogénico37, 38. Este trabajo se 







Figura 3. Estructura del VIH donde se observan las glicoproteínas en la bicapa lipídica y el 
material genético y la transcriptasa inversa dentro de la cápside. 
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El VIH invade fundamentalmente los linfocitos T CD4+, lo que da lugar a la destrucción del 
sistema inmune, favoreciendo la aparición de enfermedades oportunistas, como por ejemplo la 
candidiasis, la tuberculosis, la toxoplasmosis o la neumonía, que finalmente pueden provocar la 
muerte del paciente. 
El ciclo de vida del VIH se ilustra en la figura 4. Puede dividirse en dos fases: la fase temprana y 
la fase tardía. La primera comienza cuando un virión se une a la superficie celular y finaliza con 
la integración del ADN viral dentro del genoma de la célula huésped. En la fase tardía se 
produce la transcripción y procesamiento del ARN viral a partir del ADN viral integrado. Esta 
fase acaba con la liberación de los viriones al medio extracelular, donde madurarán hasta 














Figura 4. Ciclo de vida del VIH. El virus es reconocido por los receptores CD4 y los co-
receptores CCR5 o CXCR4, y tras producirse la fusión de membranas, el ARN viral se 
transcribe a ADN, que se integra en el genoma celular. 
 
 
Recientemente, se ha demostrado que dos proteínas del GBV-C inhiben la replicación del VIH 
in vitro41. Una de ellas es la glicoproteína de envoltura E2, que disminuye la expresión de los 
correceptores CCR5 e induce uno de sus ligandos (RANTES), lo que ocurre en las etapas 
previas a la replicación (unión del virus y fusión). La segunda proteína es la no estructural NS5a, 
que disminuye la expresión del receptor CXCR4 y aumenta la liberación de su ligando (SDF-1)42. 
Asimismo, trabajos recientes realizados en nuestro grupo de investigación, han descrito ciertos 
dominios peptídicos pertenecientes a la proteína de envoltura E2 del GBV-C que dan lugar a 
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una notable disminución de la fusión de la membrana celular, interfiriendo en la infectividad del 
VIH-1 de una manera dosis-dependiente43. 
En los últimos años, ha aumentado el interés de los péptidos sintéticos como agentes 
terapéuticos contra el VIH-1, debido a su baja toxicidad y la versatilidad de las secuencias 
peptídicas a ser modificadas para así mejorar su distribución en el organismo, y con ello su 
eficacia. Actualmente, el único péptido inhibidor del VIH-1 aprobado para uso clínico es el 
conocido como T-20 o Enfurtivide44, que inhibe la entrada del virus en la célula. No obstante, ya 
han aparecido mutantes resistentes. Otro péptido inhibidor es el denominado VIRIP45 (virus 
inhibitory peptide), que también inhibe la fusión del VIH-1, incluso a concentraciones inferiores a 
las del T-20, actuando a nivel del péptido de fusión del VIH-1. 
Actualmente, el tratamiento utilizado para evitar la replicación del VIH en enfermos de SIDA es 
la terapia antirretroviral de gran actividad (HAART, Highly Active Antiretroviral Therapy), basada 
en la combinación de fármacos de diferentes familias. Sin embargo, este tratamiento es bastante 
agresivo. Por otro lado, se ha demostrado que los pacientes que habían iniciado este tratamiento 
y estaban infectados por el GBV-C mostraban una mejor respuesta inicial y un mantenimiento 
más largo de la supresión del VIH con un menor riesgo de rebote viral durante dicho 
tratamiento46. 
A pesar de que existe un amplio número de posibilidades en el tratamiendo de la infección por 
el VIH, no dejan de surgir resistencias a los antirretrovirales ya conocidos, por lo que queda 
patente la necesidad de desarrollar nuevos inhibidores de éste. Así, el estudio de interacción del 




 Diseño de construcciones peptídicas con potenciales aplicaciones 
diagnósticas y terapéuticas 
 
Desde el desarrollo de la biotecnología, a principios de los años 90, los antígenos recombinantes 
fueron utilizados para la detección de anticuerpos en laboratorios de diagnóstico clínico. Sin 
embargo, su uso en pruebas diagnósticas ha dado lugar a varios problemas. En primer lugar, 
algunos parecen ser menos inmunorreactivos que los correspondientes antígenos humanos 
purificados, debido a la ausencia de modificaciones post-traduccionales de las proteínas 
expresadas a partir de bacterias y/o la adopción de una estructura mal plegada. En segundo 
lugar, la producción en elevada calidad y cantidad de antígenos recombinantes es a menudo 
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laboriosa y cara. Por último, se han descrito algunos problemas en cuanto a la reproducibilidad 
de estos métodos, principalmente debido a variaciones de reactividad inter-ensayo cuando se 
emplean diferentes lotes de proteínas. 
 
En las últimas décadas, los péptidos sintéticos que mimetizan epítopos específicos de proteínas 
de agentes infecciosos han sido utilizados tanto en el diseño molecular de vacunas como en el 
desarrollo de sistemas de diagnóstico para la detección de un gran número de enfermedades 
infecciosas ya sean de origen viral47, 48, parasitario49, 50 o bacteriano51. En cuanto al diagnóstico de 
enfermedades infecciosas, los péptidos sintéticos pueden actuar como antígenos uniformes, 
químicamente bien definidos, reduciendo la variación inter- e intra-ensayo, y aumentando la 
sensibilidad y la especificidad de los sistemas de diagnóstico.  
 
El principal objetivo en el desarrollo de sistemas de diagnóstico basados en péptidos es 
reconocer anticuerpos específicos inducidos por un conjunto de proteínas, pero utilizando 
pequeños fragmentos seleccionados que contengan los determinantes antigénicos adecuados. El 
éxito dependerá de la capacidad de los péptidos sintéticos para mimetizar los epítopos 
inmunodominantes de estas proteínas.  
 
Además de la capacidad de algunos péptidos para mimetizar epítopos específicos de algunas 
proteínas antigénicas, éstos presentan otras ventajas como la posibilidad de modificar su 
estructura química mediante la unión covalente de diferentes moléculas como la biotina, 
residuos de cisteína, ácidos grasos y proteínas transportadoras. También pueden incorporarse 
modificaciones post-traduccionales como la fosforilación o la citrulinación, añadir residuos no-
naturales como los D-aminoácidos, unir otros residuos orgánicos, y por último, existe también 
la posibilidad de ciclar y/o multimerizar las secuencias antigénicas. 
 
Sin embargo, la utilización de péptidos sintéticos lineales como sustratos en ensayos 
inmunoenzimáticos puede dar resultados menos sensibles de los esperados. En el caso de los 
péptidos cortos, especialmente aquellos que contienen cadenas laterales poco hidrófobas, son 
generalmente poco antigénicos en los inmunoensayos en fase sólida debido a que se adsorben 
débilmente en el poliestireno, material habitual en las placas de inmunoensayo. Además, las 
secuencias peptídicas pueden ver limitada o disminuida su antigenicidad cuando las cadenas 
laterales no quedan lo suficientemente expuestas, adoptando conformaciones que impiden un 
buen reconocimiento por parte de las inmunoglobulinas. Los péptidos de pequeño tamaño 
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pueden no adoptar una conformación estable en solución y sólo una pequeña fracción de éstos 
adopta una conformación comparable a la que se presenta en el lugar antigénico de la proteína 
completa.  
 
Una alternativa para solventar la problemática anteriormente descrita consiste en la obtención 
de péptidos quiméricos y péptidos ramificados (Multiple Antigenic Peptides, MAPs), que pueden 
mejorar su reactividad frente a los anticuerpos, ya que combinan dos o más epítopos en una 
misma molécula. Además, la introducción de restricción de movilidad en los péptidos mediante 
la formación de ciclaciones intramoleculares reduce el repertorio conformacional de las 
secuencias lineales, lo que supone una mimetización antigénica más eficaz.  
 
Los péptidos ramificados fueron introducidos por J.P. Tam et al.52, 53. Estas moléculas son 
construcciones peptídicas basadas en un núcleo de lisinas, inmunológicamente inerte, al que se 
unen las secuencias peptídicas. Durante las pasadas dos décadas, los MAPs se han empleado en 
diferentes campos de la investigación, como son la biología molecular, la inmunología o la 
bioquímica y sus aplicaciones terapéuticas54. La mayor utilidad de estas moléculas consiste en su 
empleo como reactivos de inmunoensayo para la serodiagnosis55, como moléculas marcadas en 
el diagnóstico por imagen56, en vacunas como reactivos inmunoestimuladores para la 
producción de anticuerpos57, y como agentes terapéuticos58, 59. En este sentido, este tipo de 
construcciones sintéticas pueden actuar como inhibidores virales polivalentes debido a la 
presencia de múltiple sitios de contacto en una misma molécula, lo que podría prevenir 
eficientemente o evitar las interacciones moleculares que permiten la entrada de los virus en la 
célula huésped60. 
 
Estudios previos realizados en nuestro grupo de investigación, describen la capacidad antigénica 
tanto de péptidos quiméricos como de péptidos lineales y cíclicos de las proteínas estructurales y 
no estructurales del GBV-C33, 61, utilizando sueros de pacientes afectados de hepatitis C crónica y 
hemodializados. Paralelamente, se han estudiado varias secuencias peptídicas correspondientes a 
las proteínas de envoltura E1 y E2 del GBV-C para conocer las regiones relacionadas con el 
proceso de fusión del virus en la célula62-64, e investigado epítopos lipoderivados del GVB-C en 
modelos lipídicos de membrana34, 65, 66. Asimismo, se ha analizado el papel de estos péptidos 
como potenciales inhibidores del péptido de fusión del VIH-167-71. 
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Por todo ello, teniendo en cuenta las potenciales utilidades de los péptidos ramificados, así 
como las de los péptidos cíclicos, en la presente tesis se abordará la síntesis y el estudio de 
construcciones sintéticas, con la finalidad de desarrollar nuevos sistemas de diagnóstico de la 
infección causada por el GBV-C en pacientes infectados por el VIH-1, así como identificar 
nuevos agentes terapéuticos contra dicho virus. 
 
 






Los objetivos globales de este proyecto son, por una parte, el diseño y desarrollo de un sistema 
de diagnóstico, basado en péptidos sintéticos, que permita la detección de la infección causada 
por el GBV-C y, por otra, la aplicación de las construcciones peptídicas derivadas del mismo 
como agentes terapeúticos contra el VIH-1.  
Así, en esta tesis se estudiarán varias estrategias tanto en el diseño de construcciones peptídicas, 
como en el estudio de dos metodologías diferentes basadas en péptidos sintéticos, que tienen 
como finalidad reconocer anticuerpos dirigidos contra proteínas del GBV-C. Asimismo, se 
estudiará la capacidad de las moléculas sintetizadas de inhibir la fusión celular mediada por la 
proteína de envoltura del VIH-1 con el fin de seleccionar potenciales inhibidores de la entrada 
del virus a la célula. 
Los objetivos concretos de esta tesis son los siguientes: 
 
1. Identificar dominios potencialmente antigénicos de la proteína E2 del GBV-C  mediante 
la técnica de microarrays, empleando para ello sueros procedentes de pacientes 
infectados por el VIH-1 y de personas voluntarias sanas. 
2. Diseñar y sintetizar diversas formas de presentación del domino seleccionado N-
terminal de la proteína E2 del GBV-C. 
3. Evaluar la actividad anti-VIH-1 de las construcciones que derivan del dominio N-
terminal de la proteína E2 del GBV-C mediante ensayos de fusión celular. 
4. Evaluar la utilidad del valor diagnóstico de anticuerpos anti-péptidos derivados de la 
proteína E2 del GBV-C en pacientes infectados por el VIH-1 para el desarrollo de una 
prueba serodiagnóstica con utilidad para la detección de anticuerpos específicos contra 
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1. ESTUDIO ANTIGÉNICO DE LA PROTEÍNA E2 DEL GBV-C POR 
MICROARRAYS 
 
1.1. MICROARRAYS DE PÉPTIDOS 
 
Los microarrays pueden definirse como dispositivos analíticos que se caracterizan por llevar a 
cabo los ensayos a partir de puntos microscópicos o spots depositados sobre soportes planos 
(portaobjetos o slides), que se distribuyen en filas y columnas. La detección de las interacciones 
puede medirse mediante fluorescencia, quimioluminiscencia, electroluminiscencia y 
radioactividad.  
 
Esta técnica está presente en diversos campos de la ciencia gracias a su gran versatilidad. Por 
ejemplo, en genómica por ser una manera rápida y económica de interpretar la función 
genética72, 73, como se ha demostrado con los microarrays de ADN74-76. También se han 
desarrollado microarrays incluyendo tejidos77, células78, 79, proteínas80, 81, hidratos de carbono82, 83, 
moléculas pequeñas84 y, como en el caso que nos ocupa, péptidos85-89.  
 
La técnica de microarrays aplicada a péptidos comenzó en los años 8090, pero no es hasta los 
años 90 cuando comienza a desarrollarse gracias a la publicación de R. Frank et al. de la técnica 
de síntesis SPOT91, que consistía en la síntesis y posterior barrido de un gran número de 
péptidos y otros compuestos orgánicos impresos sobre un soporte plano de celulosa92, 93; y 
gracias también a la técnica ideada por S. Fodor et al., que combinaba la química en fase sólida, 
grupos protectores fotolábiles y la fotolitografía94. Con esta técnica se usaba la luz para dirigir 
por el espacio la síntesis simultánea de diferentes compuestos químicos sobre un soporte sólido. 
 
Las principales ventajas de la utilización de la tecnología de los microarrays peptídicos y de 
proteínas en el campo del diagnóstico son su alto rendimiento y elevada precisión, así como la 
posibilidad de permitir la unión específica de las moléculas al soporte sólido, que puede 
funcionalizarse con diferentes tipos de agentes de captura (anticuerpo, antígenos, aptámeros); 
concretamente, en el estudio de la interacción antígeno-anticuerpo, permiten una alta unión 
específica que da lugar a señales relacionadas con la concentración del anticuerpo presente en la 
muestra problema. Por otro lado, esta técnica miniaturiza los ensayos de ELISA, permitiendo un 
escaneo rápido de un gran número de secuencias peptídicas y la utilización de bajos volúmenes 
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de reactivos. Dado que el formato de los microarrays es mucho más reducido que el de ELISA, 
pueden simultanearse múltiples experimentos, lo que disminuye el tiempo de ensayo. Además, 
pueden combinarse diferentes anticuerpos marcados con distintos fluoróforos, permitiendo un 
marcaje fluorescente multicolor en función del estudio95. 
 
Los arrays peptídicos tienen gran utilidad en el diagnóstico de enfermedades humanas, tanto 
infecciosas como autoinmunes y alérgicas96, 97. Así, por ejemplo, mediante una ligación específica 
de péptidos, se ha desarrollado un ensayo inmunoenzimático que permite la detección 
simultánea de anticuerpos dirigidos contra los virus de la hepatitis B y C, el virus de 
inmunodeficiencia humana, el virus Epstein-Barr y el de la sífilis98. También se han fabricado 
microarrays para el diagnóstico del virus del herpes simple y el coronavirus humano99, para la 
diagnosis de la enfermedad hidatídica o equinococosis100, o para identificar diferentes perfiles de 
sueros en pacientes con artritis reumatoide101, entre otros.  
 
Por otro lado, sin embargo, el tratamiento de los datos obtenidos es laborioso. A pesar del 
considerable progreso científico, aún quedan muchas cuestiones relacionadas con la calidad, el 
análisis y la interpretación de los datos obtenidos tras los experimentos de microarrays. 
Actualmente, no existe ningún método establecido para el análisis de datos, encontrándose en la 
bibliografía el uso de gran variedad de métodos estadísticos y programas informáticos102-106.  
 
1.1.1. Soportes sólidos 
 
Existen multitud de soportes para la realización de estos ensayos. Según como estén 
funcionalizados, la unión del péptido puede establecerse mediante: 
- Adsorción física107, 108 mediante interacciones iónicas o hidrofóbicas o enlaces de hidrógeno. 
Los soportes más comunes son los formados por nitrocelulosa109, poli-L-lisina110 o 
aminosilano111. 
- Atrapamiento físico con un gel como agarosa112 o poliacrilamida113, o los hidrogeles114, 115 
(microarrays 2D o 3D). 
- Enlace covalente a través de grupos funcionales, como aminas primarias116-118 o tioles119, 120 
- Afinidad. La inmovilización es orientada, uniforme y específica, mediante reconocimiento 
molecular121-123. 
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En esta tesis se utilizaron portaobjetos funcionalizados con epóxido 3-
glicidoxipropiltrimetoxisilano (Epoxide), que permite una unión covalente de los péptidos;  y 
soportes de unión adsorbente funcionalizados con γ-aminopropilsilano, denominados 
UltraGAPS (Gamma Amino Propyl Silane) y cargados positivamente, lo que facilita las 








Figura 1.1. Estructura de los soportes sólidos funcionalizados con γ-aminopropilsilano, 
UltraGAPs (A) y epóxido 3-glicidoxipropiltrimetoxisilano, Epoxide (B). 
 
Una vez inmovilizados los péptidos, para poder llevar a cabo los ensayos, es necesario dividir 
estos soportes sólidos planos utilizando unas gradillas de silicona. De esta manera, se divide 
cada slide en diferentes áreas de reacción, pocillos o subarrays. Existen en el mercado gran 
variedad de gradillas que permiten crear desde 2 a 384 pocillos. En esta tesis, los portaobjetos se 
dividieron en 16 pocillos, y cada uno de ellos contenía la misma distribución de péptidos en filas 
y columnas. 
 
1.1.2. Métodos de impresión 
 
La etapa de impresión e inmovilización de las moléculas sobre el soporte sólido consiste en 
depositar sobre el slide gotas o spots de la solución de la muestra. Se depositan del orden de 
nanolitros o picolitros de una manera ordenada previamente diseñada. 
 
Las técnicas de fabricación de microarrays son muy variadas, pero todas tienen como objetivo 
una impresión eficiente y uniforme de pequeñas gotas de las moléculas en cuestión. Estas 
técnicas pueden clasificarse en dos grandes grupos124: impresión por contacto o sin contacto.  
- Impresión por contacto. El aparato de impresión entra en contacto físico con el sustrato 
mientras deposita las muestras. Estas técnicas emplean diferentes tipos de agujas, puntas o pins, 
pudiendo distinguirse entre agujas sólidas (solid pins)125, agujas con hendidura (Split spins)126, 127, 
A B 
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nano-puntas (nano-tips)128, 129 y microsellos (microstamps)130, 131. Éste último tipo permite la 
impresión de un gran número de moléculas en paralelo, mientras que cuando se utilizan pins, las 







Figura 1.2. Esquemas de pins de impresión. Pin sólido (A). Agujas con hendidura: Ink-stamp (B), 
split pin fino (C), split pin con ancho variable (D), split pin ajustable (E). Microsellos (F). 
 
- Impresión sin contacto. No existe contacto físico entre el soporte y el sustrato. Esta 
técnica reduce la contaminación y tiene mayor rendimiento. Dentro de este grupo se encuentra 
la impresión fotoquímica132, como la fotolitografía133; la impresión electroquímica134, 135; mediante 
la acción de un laser136 y por dispensador de gotas137, como la impresión inkjet138, 139 o por 
electrospray140, 141.     
 
En esta tesis, debido al tipo de robot de impresión de que se disponía, la técnica utilizada fue la 
impresión por contacto mediante un pin con hendidura del tipo C (figura 1.2), de tal forma que 
la solución se carga por capilaridad, como se indica en el esquema de la figura 1.3. Con el fin de 
evitar la contaminación entre muestras, se realizaron ciclos de lavado y secado del pin. Éstos se 
realizaron en la estación de lavado que contenía el impresor de proteínas, con 10% etanol/agua 
MilliQ mediante sonicación y el posterior secado con aire a presión. 
Por otro lado, cabe destacar que con una única carga pueden imprimirse un gran número de 
spots. En este caso, el pin utilizado (946MP4, ArrayIt) cargaba un volumen de 250 nl y, cada vez 








Figura 1.3. Proceso de impresión. A) El pin se carga por capilaridad con la solución del pocillo 
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1.1.3. Métodos de detección 
 
Como se ha dicho anteriormente, la detección de las interacciones puede medirse mediante 
fluorescencia, quimioluminiscencia, electroluminiscencia y radioactividad.  
 
En cuanto a los arrays peptídicos, la detección por fluorescencia es la técnica más empleada en el 
estudio de la interacción antígeno-anticuerpo. Para ello, se utiliza un anticuerpo secundario 
marcado con un fluoróforo, siendo los más comunes el Cy5100 y el Cy3101, de la familia de la 
cianina o el Dylight 649142, de la familia Dylight Flúor, que es similar al Cy5. 
Una vez escaneado el soporte sólido, se genera una imagen formada por filas y columnas de 
spots. La fluorescencia de cada spot se calcula como la mediana de la fluorescencia de los píxeles 
que lo componen. 
 
En este trabajo, la detección se llevó a cabo utilizando como anticuerpo secundario una anti-
inmunoglobulina G (anti-IgG) humana de mono, conjugada con el fluoróforo Dylight 649, 
específica de los fragmentos Fcγ. Este fluoróforo tiene su máximo de excitación a 652 nm y su 
máximo de emisión a 670 nm. Además, la señal emitida es más intensa que la emitida por otros 
fluoróforos, como el Cy5, y los experimentos se obtienen con menor ruido de fondo. 
 
 
1.2. OPTIMIZACIÓN DE LA TÉCNICA DE MICROARRAYS COMO ENSAYO 
INMUNOENZIMÁTICO 
 
Los experimentos se llevaron a cabo en la Plataforma de Transcriptómica del Parc Científic de 
Barcelona, con el asesoramiento de la Dra. Lídia Sevilla y el Dr. Ignacio Pons.  
 
El protocolo seguido en la realización de los ensayos con microarrays (apdo. 6, Materiales y 
métodos) fue muy similar, una adaptación, al procedimiento de la técnica de ELISA, que se 
describirá posteriormente en la sección 4 de esta tesis y que ya se había puesto a punto con 
anterioridad en el grupo de laboratorio. Las principales diferencias fueron la incorporación de 
los péptidos sobre el soporte sólido (impresión de péptido) y la detección de la unión antígeno-
anticuerpo (anticuerpo secundario marcado con fluoróforo).  
Resultados y discusión 
54 
En primer lugar, se imprimen los péptidos en los soportes sólidos con el robot de impresión a 
temperatura ambiente (25ºC) y humedad constantes (55-60%), y se dejan secar a 4ºC. 
Seguidamente, tras colocar las gradillas para dividir los portaobjetos, se bloquea la superficie de 
los slides donde no se ha imprimido el péptido para evitar interacciones inespecíficas en los pasos 
posteriores del experimento, y se incuban los sueros diluidos. Pasado el tiempo de reacción, se 
lavan los soportes, para adicionar posteriormente el anticuerpo secundario marcado con el 
fluoróforo. Por último, tras otro proceso de lavado, se secan los soportes y se escanean, 
obteniendo una imagen para cada slide, el cual se divide en 16 pocillos o subarrays. En cada slide, 
además, se incluyen dos controles negativos, es decir, dos pocillos en los que no se incuba 












Figura 1.4. Esquema del experimento de microarrays. 
 
 
Con el fin de encontrar las mejores condiciones para llevar a cabo el estudio, se compararon dos 
tipos de soporte sólido (unión por adsorción y unión covalente) y diferentes concentraciones de 
péptido y suero. El péptido y los sueros empleados en la puesta a punto del ensayo habían sido 
perfectamente caracterizados previamente en nuestro grupo en cuanto al diagnóstico de la 
artritis reumatoide143. 
 
1.2.1. Comparación de soportes sólidos 
 
Se realizó un primer experimento utilizando el slide de unión por adsorción (UltraGAPs) y el slide 
de unión covalente (Epoxide) (figura 1.1). Se probaron tres concentraciones diferentes de 
péptido (0,25; 0,5 y 1 µg/µl) en PBS-T0,005% para una misma dilución de suero (1/50) en tampón 



















RIA (empleado en el ensayo de ELISA) y de anticuerpo secundario (1/1.000) en PBS-T0,005%. En 
este experimento, se imprimió el péptido de forma manual sobre el soporte depositando, por 
duplicado, 1 µl en cada pocillo de cada slide (figura 1.5-A). El ensayo se realizó con un suero 
positivo, un suero de una persona sana (suero negativo) y con tampón de dilución de los sueros 
(tampón RIA). Pasado el tiempo de incubación de los sueros, se hicieron los lavados de los 
pocillos con tampón PBS-T y se añadió el anticuerpo secundario Dylight 649. Pasado el tiempo 
de reacción, se volvió a lavar el slide, se secó y se escaneó. Los resultados obtenidos se muestran 
en la figura 1.5. 
 
Tras el análisis de los datos de fluorescencia (figura 1.5), se observó que existía una disminución 
de la señal de fluorescencia en ambos soportes a medida que disminuía la concentración de 
péptido, siendo esta disminución más acusada en el soporte Epoxide. Estos datos se obtuvieron 
restando el ruido de fondo o background local a la fluorescencia de cada spot, y posteriormente, 
calculando la media para cada duplicado. Finalmente, se observó que se obtenían valores de 
fluorescencia considerablemente más elevados cuando el péptido se inmovilizaba en el soporte 
en el que la unión se produce mediante adsorción (soporte UltraGAPs), es decir, mediante 
interacciones iónicas.  
 













Figura 1.5. Experimento para la comparación de soportes sólidos. A) Imagen obtenida tras 
escanear los soportes sólidos. B) Valores de fluorescencia obtenidos en cada pocillo en los 
distintos soportes. La línea horizontal representa la mediana. 
BA 
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Teniendo en cuenta estos resultados y considerando el trabajo realizado por R.C. Zangar y 
colaboradores144, donde comparan diferentes tipos de superficies que pueden emplearse en el 
desarrollo de microarrays para la detección de anticuerpos, se decidió realizar los ensayos 
posteriores inmovilizando los péptidos mediante adsorción, es decir, sobre soportes sólidos de 
tipo UltraGAP. Asimismo, R.C. Zangar concluye en su estudio que con los soportes 
funcionalizados con aminosilano se obtienen mejores resultados que con aquéllos de unión 
covalente, principalmente debido a que los primeros dan lugar a una menor señal de ruido de 
fondo que los segundos.  
 
1.2.2. Concentración del péptido unido a la placa 
 
Según el experimento anterior, en el caso de la interacción entre el péptido y un suero control 
positivo, se observó una mayor señal de fluorescencia a mayor concentración de péptido. Con el 
fin de encontrar una concentración óptima, que permitiera obtener una buena señal de 
fluorescencia, se realizó otro experimento imprimiendo el péptido de forma automática a dos 
concentraciones diferentes (0,5 y 1 µg/µl) sobre el soporte sólido. Como control positivo del 
ensayo se imprimió el suero positivo, que debía dar señal de fluorescencia al incubarlo con el 
anticuerpo secundario; y como control negativo, el tampón de bloqueo (5% BSA en PBS-
T0,005%), que no debía dar señal de fluorescencia.  
También se imprimieron dos diluciones tamponadas, PBS-T0,005% y PBS-T0,005% con 0,5% BSA, 
con la finalidad de escoger aquélla que mostrara una menor señal de fluorescencia. Se hicieron 
10 réplicas en cada caso.  
 
La superficie impresa se incubó con dos diluciones (1/50 y 1/100) tanto del suero positivo 
como del suero control negativo, así como con tampón de bloqueo. La incubación se llevó a 
cabo durante 1h 30 minutos con agitación suave. En este experimento, se cambió el tampón de 
dilución de los sueros (inicialmente tampón RIA) por PBS-T0,005% con 5% BSA con el fin de 
disminuir el ruido de fondo observado en el experimento anterior (figura 1.5-A). Pasado el 
tiempo de incubación y tras el proceso de lavado, se añadió el anticuerpo secundario (dilución 
1/1.000). También en este caso, se cambió el tampón de dilución del anticuerpo secundario 
(PBS) por PBS-T0,005% con 5% BSA con la intención de disminuir el background de la superficie. 
Finalizado el proceso de incubación, de lavado y secado, se escaneó el soporte obteniéndose la 
imagen que se muestra en la figura 1.6.  
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Como era de esperar, se observó fluorescencia en los spots correspondientes al control positivo 
(suero), y no se observó en el control negativo (impresión con 5% BSA en PBS-T0,005%). 
Además, puede apreciarse que algunos spots no estaban bien definidos (presencia de “colas de 
cometa”) y que la señal de la superficie no era uniforme. Esto fue debido a que las etapas de 
incubación se llevaron a cabo con agitación, por lo que en los sucesivos experimentos estas 
etapas se dejaron transcurrir en reposo.  
 
Se representaron los resultados de fluorescencia obtenidos para las dos concentraciones de 
péptido y para el tampón de dilución PBS-T0,005% (figura 1.7). Como se observa, para una misma 
concentración de péptido y dilución de suero, la fluorescencia debida al suero positivo es mayor 
que la fluorescencia correspondiente al suero negativo. Asimismo, para una misma dilución de 
suero, la fluorescencia debida al tampón es mucho menor que la encontrada para los sueros, 
principalmente cuando la concentración del péptido es de 1 µg/µl. 
 
Los resultados de fluorescencia obtenidos para las dos concentraciones de péptido se analizaron 
y compararon estadísticamente mediante el test no paramétrico de Mann-Whitney145 (figura 1.7 y 
tabla 1.1). Al igual que en la técnica de ELISA, se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas entre el suero positivo y el suero control negativo para una misma concentración 
de péptido.  
Para una misma dilución de suero, también existen diferencias estadísticamente significativas en 
la reactividad de los sueros cuando la concentración del péptido era 1 ó 0,5 µg/µl, siendo, como 
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Figura 1.7. Distribución de los datos de fluorescencia para el péptido a concentración 1 µg/µl 
(azul) y 0,5 µg/µl (rosa), y del tampón de dilución (verde). La línea horizontal intermedia de las 
cajas representa la mediana, mientras que los límites inferior y superior de estas cajas son el 
percentil 25 (P25) y el percentil 75 (P75), respectivamente. Los bigotes corresponden con el 
valor máximo y mínimo de fluorescencia en cada caso. S+(1/50): incubación con suero positivo 
a dilución 1/50; S+(1/100): incubación con suero positivo a dilución 1/100; S-(1/50): incubación 
con suero control negativo a dilución 1/50; S-(1/100): incubación con suero control negativo a 
dilución 1/100.  
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Tabla 1.1. Valores p calculados a partir de los datos de fluorescencia obtenidos en el 
experimento usando el test no paramétrico de Mann-Whitney. Suero 1: suero positivo; BS: suero 
control negativo. Se estableció un intervalo de confianza del 95%, por lo que los valores de p < 
0,05 indican diferencias estadísticamente significativas entre los grupos comparados. 
          p < 0,0001 
 
Péptido 1 µg/ µl Péptido 0,5 µg/ µl 
Suero 1 BS Suero 1 BS 
 
                                
 
 
Por tanto, teniendo en cuenta estos resultados y con el fin de obtener medidas suficientemente 
elevadas de fluorescencia en los sucesivos experimentos y asimismo reducir el efecto del tampón 
de dilución, se decidió trabajar a una concentración de péptido de 1 µg/µl. Esta concentración 
es la misma que la utilizada en los ensayos de ELISA, pero debe destacarse que la cantidad de 
péptido utilizado es mucho menor en los experimentos de microarrays, siendo 1,1 nl el volumen 
necesario por medida de fluorescencia (spot) y 1 µl por medida de absorbancia (ELISA). 
 
1.2.3. Efecto de dilución de los sueros 
 
Se diseñó un experimento que combinaba diferentes diluciones tanto de suero positivo como 
del suero control negativo con el fin de elegir una dilución que permitiera obtener una buena 
señal de fluorescencia minimizando el volumen de suero empleado. 
 
El ensayo se realizó comparando cinco diluciones de los sueros (1/50, 1/100, 1/200 y 1/500). 
Aunque la concentración de péptido elegida para trabajar fue de 1 µg/µl, como se indica en el 
apartado anterior, este experimento se llevó a cabo con dos concentraciones de péptido (0,5 y 1 
µg/µl) con el fin de tener más datos de comparación. Como control negativo, se imprimió e 
incubó tampón PBS-T0,005%. Se siguió el protocolo indicado en el capítulo de Materiales y 
métodos (apdo. 6.4). Los resultados se muestran en la figura 1.8.  
 
Como se observa, la fluorescencia tiende a disminuir a medida que aumenta la dilución del suero 
positivo, mientras que la señal correspondiente al suero control negativo se mantiene 
prácticamente constante y muy por debajo de la anterior. Analizando los datos mediante el test 
p < 0,0001 p < 0,0001 
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p = 0,0286 
p = 0,0286 
p = 0,0286 
p = 0,2000 p = 0,0286 


























de Mann-Whitney, nuevamente se encontraron, en todos los casos, diferencias estadísticamente 
significativas entre el suero positivo y el control negativo, como cabía esperar. También se 
compararon estadísticamente los valores de fluorescencia de las distintas diluciones de suero 
positivo (tabla 1.2), no encontrándose diferencias significativas entre la dilución 1/100 y 1/200 












Figura 1.8. Distribución de los datos de fluorescencia para el péptido a concentración 1 µg/µl 
(1) y 0,5 µg/µl (2), y para el tampón PBS- T0,005% impreso (3) a distintas diluciones de suero con 
presencia de anticuerpos anti-E2 del GBV-C y en ausencia de anticuerpos anti-E2 del GBV-C. 
La línea horizontal representa la mediana. 
 
 
Tabla 1.2. Valores p de las comparaciones realizadas con el test de Mann-Whitney calculados a 
partir de los datos de fluorescencia obtenidos en el experimento para las distintas diluciones de 
los sueros positivos. Valores de p < 0,05 indican diferencias estadísticamente significativas entre 
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Por tanto, considerando estos resultados, se decidió realizar una dilución 1/200 de los sueros en 
los experimentos posteriores, ya que la señal obtenida en este caso es elevada comparándola con 
la que se obtiene cuando la dilución es 1/500, y no es significativamente diferente a la hallada 
cuando se trata de la dilución 1/100.  
De esta manera, con la dilución de los sueros 1/200, se ha logrado disminuir de forma 




1.3. CAPACIDAD DIAGNÓSTICA DE LOS PÉPTIDOS DE LA PROTEÍNA E2 DEL GBV-C 
EN PACIENTES INFECTADOS POR VIH-1 
 
Como se ha explicado en la introducción de esta tesis, el estudio de la presencia de anticuerpos 
anti-GBV-C en sueros de pacientes infectados por el VIH-1 es de gran interés, debido a que esta 
coinfección es bastante frecuente y algunas investigaciones indican que dicha coinfección da 
lugar a una menor progresión de la enfermedad y una mayor supervivencia de los pacientes una 
vez que el SIDA se ha desarrollado15, 146, 147. 
Se planteó, por tanto, un estudio detallado de la antigenicidad de la proteína de envoltura E2 del 
GBV-C. De esta manera, se prepararon microarrays con 124 péptidos de esta proteína, 
compuestos por 18 aminoácidos solapados en 15 residuos, previamente sintetizados en nuestro 
grupo de laboratorio43 (figura 1.9, tabla 1.3). Los ensayos se realizaron con un panel de 76 sueros 
de pacientes infectados por el VIH-1 procedentes de la Escuela de Medicina de Hannover 
(Alemania), de los que se conocía la presencia o ausencia de anticuerpos anti-E2, determinada 
mediante el test de Abbott148 (descatalogado actualmente); y un panel de 38 sueros de donantes 









Figura 1.9. Secuencia primaria de la proteína E2 del GB virus C. 
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Tabla 1.3. Secuencias de los péptidos sintéticos pertenecientes a la proteína E2 de GBV-C. 
 
Péptido Secuencia Péptido Secuencia 
P1 A P A S V L G S R P F D Y G L T W Q P63 L T K D L E A V P F V N R T T P F T
P2 S V L G S R P F D Y G L T W Q S C S P64 D L E A V P F V N R T T P F T I R G
P3 G S R P F D Y G L T W Q S C S C R A P65 A V P F V N R T T P F T I R G P L G
P4 P F D Y G L T W Q S C S C R A N G S P66 F V N R T T P F T I R G P L G N Q G
P5 Y G L T W Q S C S C R A N G S R Y T P67 R T T P F T I R G P L G N Q G R G N
P6 T W Q S C S C R A N G S R Y T T G E P68 P F T I R G P L G N Q G R G N P V R
P7 S C S C R A N G S R Y T T G E K V W P69 I R G P L G N Q G R G N P V R S P L
P8 C R A N G S R Y T T G E K V W D R G P70 P L G N Q G R G N P V R S P L G F G
P9 N G S R Y T T G E K V W D R G N V T P71 N Q G R G N P V R S P L G F G S Y A
P10 R Y T T G E K V W D R G N V T L L C P72 R G N P V R S P L G F G S Y A M T K
P11 T G E K V W D R G N V T L L C D C P P73 P V R S P L G F G S Y A M T K I R D
P12 K V W D R G N V T L L C D C P N G P P74 S P L G F G S Y A M T K I R D S L H
P13 D R G N V T L L C D C P N G P W V W P75 G F G S Y A M T K I R D S L H L V K
P14 N V T L L C D C P N G P W V W L P A P76 S Y A M T K I R D S L H L V K C P T
P15 L L C D C P N G P W V W L P A F C Q P77 M T K I R D S L H L V K C P T P A I
P16 D C P N G P W V W L P A F C Q A I G P78 I R D S L H L V K C P T P A I E P P
P17 N G P W V W L P A F C Q A I G W G D P79 S L H L V K C P T P A I E P P T G T
P18 W V W L P A F C Q A I G W G D P I T P80 L V K C P T P A I E P P T G T F G F
P19 L P A F C Q A I G W G D P I T H W S P81 C P T P A I E P P T G T F G F F P G
P20 F C Q A I G W G D P I T H W S H G Q P82 P A I E P P T G T F G F F P G V P P
P21 A I G W G D P I T H W S H G Q N R W P83 E P P T G T F G F F P G V P P L N N
P22 W G D P I T H W S H G Q N R W P L S P84 T G T F G F F P G V P P L N N C L L
P23 P I T H W S H G Q N R W P L S C P Q P85 F G F F P G V P P L N N C L L L G T
P24 H W S H G Q N R W P L S C P Q Y V Y P86 F P G V P P L N N C L L L G T E V S
P25 H G Q N R W P L S C P Q Y V Y G S V P87 V P P L N N C L L L G T E V S E A L
P26 N R W P L S C P Q Y V Y G S V S V T P88 L N N C L L L G T E V S E A L G G A
P27 P L S C P Q Y V Y G S V S V T C V W P89 C L L L G T E V S E A L G G A G L T
P28 C P Q Y V Y G S V S V T C V W G S V P90 L G T E V S E A L G G A G L T G G F
P29 Y V Y G S V S V T C V W G S V S W F P91 E V S E A L G G A G L T G G F Y E P
P30 G S V S V T C V W G S V S W F A S T P92 E A L G G A G L T G G F Y E P L V R
P31 S V T C V W G S V S W F A S T G G R P93 G G A G L T G G F Y E P L V R R R S
P32 C V W G S V S W F A S T G G R D S K P94 G L T G G F Y E P L V R R R S E L M
P33 G S V S W F A S T G G R D S K I D V P95 G G F Y E P L V R R R S E L M G R R
P34 S W F A S T G G R D S K I D V W S L P96 Y E P L V R R R S E L M G R R N P V
P35 A S T G G R D S K I D V W S L V P V P97 L V R R R S E L M G R R N P V C P G
P36 G G R D S K I D V W S L V P V G S A P98 R R S E L M G R R N P V C P G F A W
P37 D S K I D V W S L V P V G S A S C T P99 E L M G R R N P V C P G F A W L S S
P38 I D V W S L V P V G S A S C T I A A P100 G R R N P V C P G F A W L S S G R P
P39 W S L V P V G S A S C T I A A L G S P101 N P V C P G F A W L S S G R P D G F
P40 V P V G S A S C T I A A L G S S D R P102 C P G F A W L S S G R P D G F I H V
P41 G S A S C T I A A L G S S D R D T V P103 F A W L S S G R P D G F I H V Q G H
P42 S C T I A A L G S S D R D T V V E L P104 L S S G R P D G F I H V Q G H L Q E
P43 I A A L G S S D R D T V V E L S E W P105 G R P D G F I H V Q G H L Q E V D A
P44 L G S S D R D T V V E L S E W G V P P106 D G F I H V Q G H L Q E V D A G N F
P45 S D R D T V V E L S E W G V P C A T P107 I H V Q G H L Q E V D A G N F I P P
P46 D T V V E L S E W G V P C A T C I L P108 Q G H L Q E V D A G N F I P P P R W
P47 V E L S E W G V P C A T C I L D R R P109 L Q E V D A G N F I P P P R W L L L
P48 S E W G V P C A T C I L D R R P A S P110 V D A G N F I P P P R W L L L D F V
P49 G V P C A T C I L D R R P A S C G T P111 G N F I P P P R W L L L D F V F V L
P50 C A T C I L D R R P A S C G T C V R P112 I P P P R W L L L D F V F V L L Y L
P51 C I L D R R P A S C G T C V R D C W P113 P R W L L L D F V F V L L Y L M K L
P52 D R R P A S C G T C V R D C W P E T P114 L L L D F V F V L L Y L M K L A E A
P53 P A S C G T C V R D C W P E T G S V P115 D F V F V L L Y L M K L A E A R L V
P54 C G T C V R D C W P E T G S V R F P P116 F V L L Y L M K L A E A R L V P L I
P55 C V R D C W P E T G S V R F P F H R P117 L Y L M K L A E A R L V P L I L L L
P56 D C W P E T G S V R F P F H R C G A P118 M K L A E A R L V P L I L L L L W W
P57 P E T G S V R F P F H R C G A G P K P119 A E A R L V P L I L L L L W W W V N
P58 G S V R F P F H R C G A G P K L T K P120 R L V P L I L L L L W W W V N Q L A
P59 R F P F H R C G A G P K L T K D L E P121 P L I L L L L W W W V N Q L A V L G
P60 F H R C G A G P K L T K D L E A V P P122 L L L L W W W V N Q L A V L G L P A
P61 C G A G P K L T K D L E A V P F V N P123 L W W W V N Q L A V L G L P A V D A
P62 G P K L T K D L E A V P F V N R T T P124 W V N Q L A V L G L P A V D A A V A

































1.3.1. Barrido de la proteína E2 del GBV-C. Primera selección de péptidos 
 
Se estudió la reactividad serológica de la proteína E2 del GBV-C imprimiendo los 124 péptidos 
en diversos slides, que se incubaron con ocho sueros de pacientes infectados por el VIH-1, los 
cuales tenían anticuerpos anti-E2 del GBV-C (VIH E2+), ocho sueros de pacientes infectados 
por el VIH-1 que no presentaban anticuerpos anti-E2 del GBV-C (VIH E2-), y cuatro sueros 
procedentes de donantes voluntarios sanos (BS), como control negativo; todos ellos 
seleccionados al azar. Los péptidos se imprimieron por triplicado y, como control negativo, se 
imprimieron dos péptidos previamente sintetizados y caracterizados en el grupo143, no 
relacionados con ninguna proteína del GBV-C. Se representaron los resultados de fluorescencia 
de cada péptido como la mediana de la fluorescencia de cada triplicado, obtenida con los sueros 
del grupo VIH E2+ (figura 1.10). Se identificaron tres zonas de la proteína potencialmente 
antigénicas (tabla 1.4) situadas dos de ellas en el extremo N-terminal de la misma.  
 
 



















Figura 1.10. A) Imagen de unos de los soportes sólidos tras escanear; B) datos de fluorescencia 
de los 124 péptidos de la proteína E2 del GBV-C con los 8 sueros de pacientes infectados por 
VIH-1 con anticuerpos anti-E2 del GBV-C determinado mediante el test de Abbott . 
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Se hicieron dos grupos de comparación. Por un lado, el grupo formado por los péptidos de las 
tres zonas (38 péptidos); y por otro lado el conjunto de péptidos no seleccionados (86 péptidos). 
Se calculó la mediana, el percentil 25 (P25), el  percentil 75 (P75) y el rango intercuartílico (tabla 
1.5) para cada grupo y tipo de suero, y se representaron los valores de las medidas de 
fluorescencia (figura 1.11). Para los tres tipos de sueros ensayados, se compararon las 
distribuciones de los 38 péptidos de las tres zonas identificadas (figura 1.11-A) con la de los 86 
péptidos no seleccionados (figura 1.11-B) con el software GraphPad Prism 5.01149. Las cajas en 
la figura representan dónde se encuentran el 50% de los datos, la línea horizontal indica la 
mediana y los bigotes los valores máximo y mínimo. Para poder visualizar la parte central de las 
distribuciones, se ha cortado la escala del eje de unidades de fluorescencia. 
  
Teniendo en cuenta tanto los valores de la tabla como la representación, se observa que la 
fluorescencia correspondiente al conjunto de péptidos de las tres zonas seleccionadas es más 
elevada que la del resto de péptidos; siendo mayor en los sueros del grupo VIH E2+ que en los 
sueros del grupo VIH E2- y en sueros de donantes voluntarios sanos. Además, tras comparar 
los datos mediante el test de Mann-Whitney (tabla 1.6), se encontró que se trataba de diferencias 
estadísticamente significativas, como cabía esperar.  
 
Tabla 1.5. Comparación de los péptidos de las tres zonas (38 péptidos) y de los péptidos no 







Péptidos Suero n Mínimo P25 Mediana P75 Máximo R.I. 
Zonas 
(I, II, III) 
VIH E2 + 912 -1046 156 812 2732 36670 2575 
VIH E2 - 912 -909 151 490 1671 39632 1520 
BS 456 -1481 22 102 336 5278 314 
No 
seleccionados 
VIH E2 + 2064 -1023 -1 52 200 10913 201 
VIH E2 - 2064 -1471 5 64 223 24072 218 
BS 1032 -316 5 16 88 9496 83 
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Figura 1.11. Distribución de los datos de fluorescencia obtenidos con los paneles de sueros 
estudiados para el conjunto de péptidos de las 3 zonas (A) y el conjunto de péptidos no 
seleccionados (B). VIH E2+: sueros de pacientes infectados por el VIH-1 con anticuerpos anti-
E2 del GBV-C; VIH E2-: sueros de pacientes infectados por el VIH-1 sin anticuerpos anti-E2 
del GBV-C; BS: sueros de donantes voluntarios sanos. La línea horizontal representa la 
mediana, la altura de las cajas el rango intercuartílico y los bigotes el valor máximo y mínimo. 
Escala de unidades de fluorescencia de -2.500 a 10.000 unidades para visualizar la parte central 




Tabla 1.6. Valores de p calculados a partir de los datos de fluorescencia obtenidos para el 
conjunto de péptidos de las tres zonas al comparar los 3 tipos de sueros con el test de Mann-
Whitney. Se estableció un intervalo de confianza del 95%, valores p < 0,05 indican diferencias 
significativas entre los grupos comparados. VIH E2+: sueros de pacientes infectados por VIH-1 
con anticuerpos anti-E2 del GBV-C; VIH E2-: sueros de pacientes infectados por VIH-1 sin 
anticuerpos anti-E2 del GBV-C; BS: sueros de voluntarios sanos. 
 
                                        
 
VIH E2+ VIH E2 - BS 
 
 
 p < 0,0001 
p < 0,0001 
A B
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Suero de banco 
de sangre 
Suero de infectado 
con VIH E2- del 
GBV-C 
Suero de infectado 
con VIH E2+ del 
GBV-C 
A B C
Se encontraron diferencias estadísticamente significativas (p < 0,05) entre los sueros de 
pacientes infectados por el VIH-1 con anticuerpos anti-E2 del GBV-C y sin anticuerpos anti-E2 
del GBV-C; y entre los sueros del grupo VIH E2+ y los sueros control negativo, procedentes de 
personas sanas.  
De esta manera, puede decirse que el conjunto de los 38 péptidos que constituyen las 3 zonas 
identificadas es capaz de discriminar entre los diferentes tipos de sueros estudiados, 
encontrando una mayor reactividad con los sueros de pacientes coinfectados por el GBV-C y el 
VIH-1, respecto a los pacientes no coinfectados y las personas sanas. 
 
En la figura 1.12 se muestran, a modo de ejemplo, imágenes escaneadas de diferentes subarrays 
incubados con sueros procedentes de bancos de sangre y sueros de pacientes infectados por el 
VIH-1, con y sin anticuerpos anti-E2 del GBV-C. 
 










Figura 1.12. Ejemplo de pocillos incubados con sueros de banco de sangre (A), sueros de 
persona infectada por VIH-1 y que no presenta anticuerpos anti-E2 del GBV-C (B), y sueros de 
persona infectada por VIH-1 que presenta anticuerpos anti-E2 del GBV-C (C). 
 
 
Teniendo en cuenta estos resultados, se seleccionó un total de 38 péptidos de los 124 iniciales 
(31%), correspondientes a las zonas I (P1-P9), II (P10-P27) y III (P45-P55), y se estudiaron con 
un mayor número de sueros de pacientes infectados por el VIH-1 (30 VIH E2+ y 30 VIH E2-) 
y 34 sueros procedentes del banco de sangre.  
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1.3.2. Comparación de paneles de sueros. Segunda selección de péptidos 
 
Se llevó a cabo un estudio del comportamiento de las secuencias peptídicas seleccionadas con la 
totalidad de los sueros de los tres paneles anteriormente mencionados (VIH E2+/E2-, BS y 
VIH-1 no caracterizados respecto a la presencia o ausencia de anticuerpos anti-E2 del GBV-C) 
y un estudio de fiabilidad de los ensayos. Todo ello en colaboración con la estadística María José 
Bleda Hernández, del Instituto de Química Avanzada de Cataluña (IQAC-CSIC). 
 
El análisis estadístico de los resultados de fluorescencia obtenidos se realizó con el software 
Stata 12.1150. Se crearon dos bases de datos incluyendo los resultados obtenidos para los 38 
péptidos seleccionados en el apartado 1.3.1. La primera, con el panel de sueros de donantes 
voluntarios, formada por un total de 38 sueros procedentes de personas sanas; y la segunda base 
de datos con el panel de sueros de pacientes infectados por el VIH-1, de los que se conocía la 
presencia o ausencia de anticuerpos anti-E2 del GBV-C, constituida por 38 sueros del grupo 
VIH E2+ y 38 sueros del grupo VIH E2-. 
 
Para cada suero, se trabajó con los valores de fluorescencia triplicados, medidos en cada 
péptido, más los triplicados de los dos péptidos considerados como control negativo. De este 
modo, el número total de mediciones realizadas fue de 13.680: 
- Base de datos de donantes voluntarios. 
  38 sueros x 40 péptidos x 3 triplicados = 4.560 mediciones. 
- Base de datos del panel de infectados por VIH-1 (E2- y E2+). 
76 sueros x 40 péptidos x 3 triplicados = 9.120 mediciones 
 
En la figura 1.13 y en la tabla 1.7, se recogen los resultados de fluorescencia obtenidos. La tabla 
muestra las medianas de cada péptido junto con su rango intercuartílico, que refleja la 
variabilidad de dichos datos, mostrando dónde se sitúa el 50% de los valores obtenidos. En la 
gráfica se representa la distribución de dichos valores, indicándose la mediana de las medidas de 
fluorescencia (línea horizontal) obtenidas para cada péptido con los distintos paneles de sueros y 
su rango intercuartílico correspondiente (Percentil 75-Percentil 25). Los valores extremos se 
eliminaron de la gráfica para simplificar la representación. 
  













































Figura 1.13. Distribución de las mediciones de fluorescencia para las 3 zonas potencialmente 
antigénicas, diferenciando entre panel de sueros de donantes voluntarios sanos (BS), y los grupos de 
sueros VIH E2- y VIH E2+ del panel de sueros de pacientes infectados por el VIH-1. La línea 
horizontal (rojo) representa la mediana, y la altura de las cajas el rango intercuartílico A) Zona I: P1-
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Tabla 1.7. Medidas de fluorescencia del ensayo de barrido de la proteína E2 del GBV-C. 
Mediana y rango intercuartílico (R.I.) de cada péptido para los valores de fluorescencia 
correspondientes al panel de sueros de donantes voluntarios (BS) y al panel de sueros de 




BS VIH E2- VIH E2+ 
Mediana R.I. Mediana R.I. Mediana R.I. 
Zona I 
P1 1 39 -14 98 -20 144 
P2 15 445 478 1622 620 2136 
P3 -427 1336 1263 2496 2272 1889 
P4 -317 1093 2644 3570 4002 3449 
P5 -425 1041 593 1046 704 876 
P6 12 855 553 2185 1376 1644 
P7 37 755 124 412 55 530 
P8 -11 90 -7 205 1 193 
P9 -4 80 -117 269 -140 291 
Zona II 
P10 773 1153 640 972 1021 859 
P11 250 246 804 1581 1066 1230 
P12 912 650 5029 6297 6726 4415 
P13 81 167 800 986 1295 738 
P14 391 1463 2159 4965 3723 4720 
P15 413 417 7587 11636 11692 11080 
P16 263 458 3280 5490 5094 5026 
P17 159 316 3022 5394 4499 2929 
P18 133 194 1104 2126 1810 1411 
P19 159 184 351 591 535 712 
P20 296 330 124 1301 629 1584 
P21 -3 88 -135 305 -62 475 
P22 -49 110 -135 234 -118 211 
P23 -92 221 -100 280 -151 286 
P24 -255 795 933 1122 1951 2263 
P25 -86 366 -353 634 -218 724 
P26 86 210 -20 221 -35 190 
P27 13 327 48 669 215 766 
Zona III 
P45 47 68 -95 181 -89 202 
P46 203 436 16 870 204 811 
P47 67 119 -23 190 7 187 
P48 71 107 -15 146 26 247 
P49 246 422 1004 1210 1181 1542 
P50 -59 199 1780 2620 2071 1996 
P51 -248 3187 455 2659 1113 3916 
P52 763 859 1354 2371 2452 3664 
P53 191 186 119 1112 144 2223 
P54 -25 46 350 3548 1271 4197 
P55 45 510 -303 800 -148 928 
Controles 
C1 59 77 -79 355 -58 388 
C2 27 186 -5 132 -17 108 
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Como se observa en la figura 1.13 y en la tabla 1.7, en algunos péptidos, la intensidad de 
fluorescencia de los sueros procedentes de personas sanas es más baja que la del grupo de 
sueros VIH E2- y ésta a su vez es menor que la del grupo de sueros VIH E2+. Estas diferencias 
varían en función del péptido en cuestión, observándose muy bien, por ejemplo, en los péptidos 
P3 y P15; y no siendo así en otros, como el péptido P1 o el P27.  
Por otro lado, la fluorescencia de los péptidos elegidos como control negativo C1 y C2 es 
bastante baja, encontrando un valor de la mediana inferior a 100 unidades en ambos casos. 
 
Por tanto, considerando estos datos, puede decirse que algunos de los péptidos parecen 
reconocer de forma específica anticuerpos en sueros de pacientes infectados por el VIH-1 y que 
fueron positivos para la proteína E2 del GBV-C, cuando se probaron con el test de Abbott.  
 
El estudio de estos resultados permitió una nueva selección de péptidos. Sin embargo, antes de 
realizar las comparaciones entre paneles de sueros era necesario conocer cuán reproducibles 
eran. Con esta finalidad, se decidió estudiar la fiabilidad de los ensayos. Así, se repitió el 
experimento con 16 sueros del grupo de VIH E2+ y 16 sueros del VIH E2-, escogidos al azar 
por muestreo aleatorio simple. Además, se analizaron 4 sueros del primer grupo y otros 2 del 
segundo, debido a que sus mediciones (triplicados) en el ensayo anteriormente realizado 
presentaban gran variabilidad.  
 
El estudio de fiabilidad llevado a cabo se detalla en el apartado A.1 del Anexo. Se analizó si los 
valores de la primera medición eran o no significativamente diferentes a los de la segunda 
medición para cada uno de los 38 péptidos principales de estudio y para los 2 péptidos utilizados 
como control negativo. Por otro lado, se estudió cómo era la variabilidad entre los triplicados de 
la primera y la segunda medición para un mismo suero, así como la variabilidad total teniendo 
en cuenta todas las mediciones. 
 
Los resultados del estudio de fiabilidad mostraron una repetibilidad aceptable en 
aproximadamente dos terceras partes de los péptidos. Dado que en el grupo de péptidos cuya 
repetibilidad no era aceptable se observó una gran variabilidad entre los triplicados de la primera 
y la segunda medición (tabla A.1 y figura A.2 del Anexo), se decidió ser conservador y utilizar 
toda la información disponible para, a continuación, realizar las comparaciones entre todos los 
paneles de sueros. De esta manera, se tenía en cuenta, para todos los péptidos, la variabilidad 
encontrada en la fluorescencia al repetir sus mediciones. Así, en los sueros con los que se llevó a 
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cabo el estudio de fiabilidad, se utilizaron las 6 medidas correspondientes a los dos triplicados; y 
en los sueros en los que no se realizó dicho estudio se emplearon las 3 medidas 
correspondientes a su único triplicado.  
 
El análisis estadístico de la comparación de los paneles de sueros se llevó a cabo tal y como se 
detalla en el apartado A.2 del Anexo. Se representaron las distribuciones de fluorescencia 
teniendo en cuenta toda esta información, las cuales fueron utilizadas para  los sucesivos análisis 
(figura 1.14).  
 
Finalmente, se seleccionaron los péptidos en los que la distribución de los datos de fluorescencia 
en el panel de pacientes infectados por el VIH-1 era significativamente mayor que la 
distribución de los datos del panel de donantes voluntarios sanos. De esta selección, se eligieron 
aquéllos en los que la distribución de los valores de fluorescencia en el grupo VIH E2+ era 
mayor y significativamente diferente de la distribución del grupo VIH E2- (p-valor menor que 
αcorregido, Anexo, tabla A.8). Es decir, se escogieron aquellos péptidos que mostraron una 
reactividad significativa para los sueros de pacientes infectados por el VIH-1 con presencia de 
anticuerpos anti-E2 del GBV-C, y una baja reactividad en el caso de los sueros de pacientes 
infectados por el VIH-1 sin anticuerpos anti-E2 del GBV-C y frente a los sueros de donantes 
voluntarios sanos. Por tanto, de los 38 péptidos se eligieron 20, lo que corresponde con el 53%: 
 
- Zona I: péptidos P3, P4, P5, P6. 
- Zona II: péptidos P10, P11, P12, P13, P14, P15, P16, P17, P18, P19, P20, P24, P25. 
- Zona III: péptidos P51, P52, P54. 
 
Además, se estableció como criterio el que la mediana de la intensidad de fluorescencia en el 
grupo de sueros de VIH E2+ debía ser, como mínimo, de 1.000 unidades. Así, observando la 
tabla 1.7, de estos 20, se eliminaron otros 2 péptidos, el P5 y el P25, que no cumplían este 
requisito. El péptido P54 era otro posible candidato a ser eliminado, dado su valor de la mediana 
(536 unidades), pero debido a su alto valor de rango intercuartílico y percentil 75 (2.945 y 2.902 
unidades, respectivamente) se mantuvo seleccionado. El péptido P11 también es un caso 
particular ya que, aun cumpliendo el criterio, no fue seleccionado. Su mediana está ligeramente 
por encima de 1.000 unidades, pero comparando sus datos de fluorescencia para el grupo VIH 
E2- y para el grupo VIH E2+, los percentiles 75 eran prácticamente iguales (1.764 para el grupo 
VIH E2+ y 1.749 para el grupo VIH E2-), es decir, que el 75% de los datos en ambos grupos de 
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sueros se encontraban por debajo de este valor. Dada la variabilidad de los ensayos, se consideró 
que este péptido no sería buen candidato para el posterior estudio de antigenicidad en sueros de 
pacientes infectados por el VIH-1. 
 
Por tanto, finalmente, se seleccionaron 17 de los 38 péptidos correspondientes a las tres zonas 
potencialmente antigénicas. 
A continuación se detalla la clasificación de los péptidos escogidos de cada una de las 3 zonas: 
- Zona I: péptidos P3, P4, P6; 33% de los péptidos de esta zona. 
- Zona II: péptidos P10, P12, P13, P14, P15, P16, P17, P18, P19, P20, P24; 61% de los 
péptidos de dicha zona. 
- Zona III: péptidos P51, P52, P54; 27% de esta zona. 
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Figura 1.14. Distribución de los valores de fluorescencia uniendo el primer y segundo triplicado. 
La línea horizontal (roja) corresponde con la mediana de fluorescencia y la altura de las cajas con 
el rango intercuartílico (percentil 75-percentil 25). Los valores extremos se han excluido. A) 
























































































































































































































































































































































































1.3.3. Capacidad diagnóstica de los péptidos seleccionados. Tercera 
selección 
 
El objetivo de cualquier prueba diagnóstica es determinar la presencia o ausencia de un evento 
patológico concreto, como una infección o cualquier otra enfermedad. Así, antes de dar por 
válidos los resultados, debe conocerse previamente la capacidad diagnóstica de dicha prueba, es 
decir, su precisión y exactitud.  
 
Se define exactitud como la capacidad de clasificar correctamente a los individuos, de 
discriminar correctamente entre enfermos y no enfermos151. La exactitud se evalúa en función 
de dos características: la sensibilidad y la especificidad. La sensibilidad se define como la 
probabilidad de clasificar correctamente a un individuo cuyo estado real es positivo respecto a la 
condición que estudia la prueba (infectado, enfermo, etc.). Por otro lado, la especificidad es la 
probabilidad de clasificar correctamente a un individuo cuyo estado real sea el definido como 
negativo152 (no infectado, no enfermo, etc.).  
Para el cálculo de ambos parámetros, cuando el resultado de la prueba diagnóstica es un 
indicador cuantitativo (un valor numérico continuo), será necesario establecer un punto de corte 
por debajo del cual se considerará que la prueba diagnóstica proporciona un resultado negativo, 
y por encima del cual, se considerará que la prueba diagnóstica establece un resultado positivo 
(tabla 1.8) 
 
Tabla 1.8. Cálculo de la sensibilidad y la especificidad en una prueba diagnóstica. 
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La sensibilidad y la especificidad están relacionadas y dependen a su vez de un punto de corte o 
umbral que se establezca a partir del indicador cuantitativo. Si el punto de corte escogido tiene 
un valor muy bajo, se obtendrá una alta sensibilidad pero una baja especificidad. Si, por el 
contrario, se establece un punto de corte con un valor muy alto, la especificidad de la prueba 
será alta pero su sensibilidad será baja153, 154. 
 
La curva de rendimiento diagnóstico (ROC) se obtiene al representar gráficamente la 
sensibilidad frente a 1-especificidad (falsos positivos). Para cada punto de corte posible, se 
calcula la especificidad y la sensibilidad asociadas. Se representan tantos puntos como posibles 










Figura 1.15. Ejemplo de curva de rendimiento diagnóstico. 
 
 
La curva ROC resulta muy útil en la elección de una técnica diagnóstica entre varias en 
competencia. También permite estimar la probabilidad de diferentes resultados en la tabla de 
toma de decisiones, permitiendo aislar causas de error en sistemas diagnósticos. Este método 
permite establecer razonadamente reglas o mecanismos óptimos de toma de decisión dentro de 
un sistema de diagnóstico155. 
 
El área bajo la curva ROC (AUC) es una medida global de la exactitud de una prueba 
diagnóstica. Se define como probabilidad de clasificar correctamente un par de individuos, no 
enfermo y enfermo seleccionados al azar, mediante los resultados obtenidos al aplicarles la 
prueba diagnóstica156. Por ejemplo, un AUC de 0,75 indica que un individuo seleccionado al azar 
del grupo de enfermos tendrá el 75% de las veces un valor en la prueba diagnóstica mayor que 
















0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
1 - Specificity
Area under ROC curve = 0.8932
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Por convenio, el valor del AUC toma valores entre 0,5 y 1. Cuanto mayor es su valor, mayor es 
la capacidad discriminatoria de la prueba diagnóstica. Cuando la prueba diagnóstica no 
discrimina, esta área tendrá el valor de 0,5 y la curva coincidirá con una línea recta diagonal de 
pendiente igual a la unidad. Por otro lado, en una prueba diagnóstica perfecta, es decir, cuando 
discrimina perfectamente, el AUC será igual a la unidad. Así, se considerará una prueba 
diagnóstica muy exacta cuando los valores de AUC sean mayores que 0,9; y pruebas 
moderadamente exactas, aquéllas en las que el área bajo la curva se encuentra entre 0,7 y 0,9157. 
Además, si el intervalo de confianza no incluye el valor de 0,5, la prueba será capaz de discernir 
entre enfermos y no enfermos. 
 
La comparación del área bajo la curva ROC de diferentes pruebas diagnósticas puede ayudar a 
seleccionar la prueba más exacta. Cuanto mayor sea el AUC, mejor discrimina esta prueba frente 
a las demás, siempre que las diferencias entre las áreas sean estadísticamente significativas. 
Habitualmente, la finalidad principal del estudio de la curvas ROC es comparar nuevas pruebas 
diagnósticas con una de referencia y así poder analizar si con la nueva prueba se mejora la 
precisión diagnóstica de la prueba de referencia. Para ello, se utilizan como controles negativos 
las muestras que hayan sido negativas para esta prueba de referencia; y como muestras 
problema, las muestras que fueron positivas.  
 
Debido a que no se dispone de ninguna prueba de referencia para el diagnóstico de la infección 
por el GBV-C ya que no existe en el mercado ningún ensayo que permita realizar un 
serodiagnóstico, para construir las curvas ROC, los controles negativos empleados fueron los 
sueros procedentes de donantes voluntarios sanos. Éstos forman parte del grupo poblacional 
con un menor riesgo de haber estado en contacto con el virus y, por tanto, de haber pasado la 
infección. Así, en estos sueros será muy baja la probabilidad de que haya anticuerpos anti-GBV-
C. 
 
A partir de los valores de fluorescencia obtenidos en los ensayos de microarrays, se 
representaron las curvas ROC para cada uno de los 17 péptidos seleccionados en el apartado 
anterior (apdo. 1.3.2) empleando como controles positivos los 38 sueros del panel de pacientes 
infectados por el VIH-1 que contenían anticuerpos anti-E2 del GBV-C (VIH E2+), y como 
controles negativos los 38 sueros procedentes de donantes voluntarios sanos (figura 1.16).  
 








El cálculo de la curva ROC se realizó mediante un método no paramétrico que no asume 
ninguna distribución subyacente de los datos. Cómo el valor de la fluorescencia era un indicador 
cuantitativo (un valor numérico continuo), para el cálculo de la sensibilidad y de la especificidad 
fue necesario establecer puntos de corte por debajo de los cuales se consideró que un suero 
pertenecía al grupo de donantes voluntarios sanos (la prueba diagnóstica proporciona un 
resultado negativo), y por encima de los cuales, se consideró que un suero pertenecía al grupo de 
VIH E2+ (la prueba diagnóstica establece un resultado positivo).  
La tabla 1.9 se creó para calcular la sensibilidad y la especificidad con cada uno de los puntos de 
corte de cada péptido, necesarias para estimar la curva ROC, así como para calcular el 
porcentaje de sueros correctamente clasificados. 
 
Tras calcular todos los valores de sensibilidad/especificidad de cada péptido, se representaron 
las curvas ROC (figura 1.16) y se calculó el área bajo dichas curvas. Se fijó un valor de 
especificidad del 94,74%, y para éste, se escogió el punto de corte o cut-off con la máxima 
sensibilidad (tabla 1.10). Se eligió un valor de especificidad tan elevado con el objetivo de 
seleccionar péptidos que fueran capaces, con una elevada probabilidad, de clasificar 
correctamente a un suero que pertenezca realmente al grupo de voluntarios sanos, y evitar así 
los falsos positivos. 
 
Tabla 1.9. Cálculo de especificidad y sensibilidad para la prueba diagnóstica, y del porcentaje de 
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Como se observa en la figura 1.16 y en la tabla 1.10, el área bajo la curva ROC fue superior a 0,9 
en 10 de los 17 péptidos iniciales, indicando en éstos una excelente capacidad discriminatoria. 
En los 7 péptidos restantes, el área bajo la curva ROC tomó valores entre 0,7 y 0,9; indicando 
una moderada capacidad discriminatoria. Además, cabe señalar que en ninguno de los péptidos, 
el intervalo de confianza del AUC incluía el valor 0,5 indicando así que todos los péptidos eran 
capaces de discernir entre donantes voluntarios sanos y los sueros de pacientes infectados por el 



























Figura 1.16. Curvas ROC obtenidas para los péptidos seleccionados. En cada caso, se indica el 
área bajo la curva ROC. 
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Figura 1.16 (continuación). Curvas ROC obtenidas para los péptidos seleccionados. En cada 
caso, se indica el área bajo la curva ROC. 
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Tabla 1.10. Área bajo la curva ROC, sensibilidad y punto de corte para las secuencias peptídicas 
seleccionadas con los sueros de VIH E2+, utilizando como control negativo los sueros 
procedentes de donantes voluntarios. Especificidad del 94,74% en cada caso. 
 
 






P3 0,992 (0,98 ; 1,00) 97% 96% ≥ 882 
P4 0,942 (0,87 ; 1,00) 97% 96% ≥ 1426 
P6 0,787 (0,68 ; 0,90) 5% 50% ≥ 6315 
Zona II 
P10 0,751 (0,64 ; 0,86) 45% 70% ≥ 2484 
P12 0,989 (0,97 ; 1,00) 97% 96% ≥ 2448 
P13 0,939 (0,87 ; 1,00) 87% 91% ≥ 384 
P14 0,829 (0,73 ; 0,93) 24% 59% ≥ 6932 
P15 1,000 (1,00 ; 1,00) 100% 97% ≥ 1251 
P16 0,994 (0,98 ; 1,00) 97% 96% ≥ 1595 
P17 0,996 (0,99 ; 1,00) 97% 95% ≥ 1248 
P18 0,978 (0,95 ; 1,00) 87% 91% ≥ 911 
P19 0,910 (0,84 ; 0,99) 79% 87% ≥ 427 
P20 0,775 (0,66 ; 0,89) 55% 75% ≥ 1223 
P24 0,975 (0,95 ; 1,00) 87% 91% ≥ 368 
Zona III 
P51 0,704 (0,59 ; 0,82) 24% 59% ≥ 3524 
P52 0,838 (0,75 ; 0,93) 50% 72% ≥ 3104 
P54 0,869 (0,77 ; 097) 84% 90% ≥ 78 
 
 
Se representó la distribución de fluorescencia obtenida para cada péptido con los sueros control 
negativo y positivo, y el cut-off (figura 1.17). Como se observa, en 4 de los péptidos seleccionados 
(P6, P10, P14 y P51), el punto de corte (línea horizontal roja) se sitúa por encima del valor de la 
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Teniendo en cuenta que la sensibilidad, en este caso, se define como la probabilidad de clasificar 
correctamente a un suero que realmente pertenece al grupo VIH E2+, y analizando también los 
resultados mostrados en la tabla 1.10, se observó que, además de estos péptidos, otros dos 
epítopos (P20 y P52) mostraban un valor de sensibilidad bajo para la especificidad fijada del 
94,74%. Además, estos péptidos tenían porcentajes de sueros correctamente clasificados inferior 
al 75%.  
Se decidió entonces seleccionar aquellas moléculas peptídicas en las que la sensibilidad era 
mayor o igual al 75% y el porcentaje de sueros correctamente clasificados mayor o igual al 85%, 
descartando los péptidos señalados en la figura 1.16. Así, un total de 11 de los 17 péptidos 
estudiados (P3, P4, P12, P13, P15, P16, P17, P18, P19, P24 y P54) cumplieron esta condición. 
Además, cabe destacar que el área bajo la curva ROC en 10 de estos 11 péptidos fue superior a 
0,9 y tan solo en el P54 el valor fue de 0,87; indicando una excelente capacidad discriminatoria. 
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Concluyendo, mediante el análisis estadístico de los valores de fluorescencia obtenidos en los 
ensayos con los diferentes paneles de sueros estudiados, se han seleccionado 11 péptidos de los 
124 estudiados que cubren toda la proteína E2 del GBV-C y que constan de 18 aminoácidos 
solapados en 15 residuos. Los epítopos seleccionados son capaces de diferenciar 
significativamente entre sueros de pacientes infectados por el VIH-1 con anticuerpos anti-E2 
del GBV-C, sueros de pacientes infectados por el VIH-1 sin anticuerpos anti-E2 del GBV-C y 
sueros de personas sanas. Se calcularon las curvas de rendimiento diagnóstico (ROC), el área 
bajo dichas curvas (AUC ROC) y los correspondientes cut-offs, con el fin de evaluar la capacidad 
de estos péptidos para reconocer anticuerpos anti-E2 del GBV-C en sueros de pacientes 
infectados por el VIH-1. 
 
Cabe destacar que los péptidos P3 y P4 de la zona I corresponden al segmento E2(7-26) del 
extremo N-terminal de la proteína E2 del GBV-C. Este dominio peptídico había sido 
previamente estudiado, en nuestro grupo de trabajo, a partir de estudios biofísicos utilizando 
modelos de membrana63, 158-160, que identificaron esta región N-terminal como potencialmente 
antigénica, la cual se encuentra expuesta en la superficie del virión. Se emplearon también varias 
escalas de predicción semiempíricas, como el perfil de hidrofobicidad de Hopp & Woods161, la 
escala de predicción de la conformación secundaria más estable según Chou & Fasman162, 
utilizada para localizar posibles giros β dentro de la proteína (los cuales generalmente se 
encuentran en zonas superficiales) o la predicción de la escala de accesibilidad de Janin163, que 
permite determinar los aminoácidos expuestos en la proteína o secuencia peptídica. En la figura 
1.18 se muestra el perfil de accesibilidad de la proteína E2 del GBV-C, señalando la región 
E2(7-26). Por encima de la línea horizontal se consideran residuos accesibles de la proteína. 
Estos estudios de predicción corroboraron los resultados experimentales obtenidos en el grupo 
de trabajo en los que se demostró la interacción de esta región con modelos de membrana. Por 
tanto, se trata de una región que, al estar expuesta en la superficie del virión, además de 
interaccionar con la membrana celular, también podría ser reconocida por anticuerpos. 
 Asimismo, los resultados de antigenicidad obtenidos mediante los ensayos de microarrays 
realizados en este apartado confirman la potencial capacidad antigénica de esta región de la 
proteína E2 del GBV-C. 
 
  

































Figura 1.18. Perfil de accesibilidad de Janin para la proteína E2 del GBV-C (A) y para la región 
E2(7-26) del GBV-C (B). 
  
 
Por todo ello, se planteó el diseño y la síntesis de diversas formas de presentación de este 
dominio N-terminal de la proteína E2 del GBV-C con el fin de tratar de desarrollar un ensayo 
inmunoenzimático para la detección de anticuerpos contra el GBV-C, así como de diseñar 
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2. DISEÑO Y SÍNTESIS DE CONSTRUCCIONES PEPTÍDICAS 
DERIVADAS DEL EXTREMO N-TERMINAL DE LA PROTEÍNA E2 
DEL GBV-C 
 
2.1. SÍNTESIS DE PÉPTIDOS EN FASE SÓLIDA 
 
La síntesis de péptidos en fase sólida (SPPS), introducida por Bruce Merrifield en el año 1963164, 
es una de las metodologías más sencilla y habitual para la obtención de péptidos. Este método 
consiste en la unión sucesiva de los aminoácidos que componen la secuencia peptídica, 
ortogonalmente protegidos tanto en su extremo α-NH2 como en la cadena lateral de los 
aminoácidos trifuncionales, a un soporte polimérico insoluble o resina. Tras la  incorporación 
del primer aminoácido al soporte sólido, se elimina el grupo protector del extremo α-NH2 y se 
lleva a cabo la elongación de la secuencia adicionando los sucesivos aminoácidos junto con un 
agente activador del grupo α-COOH. Así, la síntesis transcurre desde el extremo C-terminal al 
extremo N-terminal del péptido. El sistema utilizado para la síntesis manual de péptidos en fase 
sólida es el que se muestra en la figura 2.1. 
Una vez sintetizada la secuencia peptídica deseada, ésta se separa de la resina pudiéndose 
eliminar simultáneamente, en función de las condiciones de reacción utilizadas y el tipo de 
resina, los grupos protectores de las cadenas laterales de los aminoácidos. La funcionalización 
del extremo C-terminal variará dependiendo del tipo del soporte sólido elegido, siendo lo más 

















Figura 2.1. Esquema del sistema utilizado para la síntesis manual de péptidos en fase sólida. 
 
 






















































Adición del 1er aminoácido
Desprotección del grupo -amino
Adición del 2º aminoácido
Desprotección del grupo -amino
n adición del aminoácido





























Desprotección del grupo -amino
Desanclaje y desprotección de las
cadenas laterales
grupo protector -amino
grupo protector de la cadena lateral
resina
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La síntesis de péptidos en fase sólida presenta una serie de ventajas respecto a la síntesis de 
péptidos en solución:  
 
a) Los acoplamientos de los aminoácidos son prácticamente cuantitativos, ya que el hecho 
de tener el péptido unido a un soporte sólido permite utilizar elevados excesos de 
reactivos. 
b) Los excesos de reactivos son eliminados sencillamente tras los procesos de lavado y 
filtrado. 
c) No se producen pérdidas mecánicas del péptido durante la síntesis. 
d) No es necesaria la purificación de los intermedios peptídicos. 
e) Se obtienen buenos rendimientos de reacción. 
f) El proceso puede automatizarse. 
 
En la síntesis de péptidos, es importante definir la estrategia de protección de los aminoácidos, 
es decir, la protección del grupo α-NH2 y de los grupos funcionales de las cadenas laterales. 
Estos grupos protectores deben ser ortogonales; han de eliminarse utilizando diferentes 
condiciones de reacción con el fin de evitar posibles reacciones secundarias asociadas con las 
cadenas laterales de los aminoácidos. Así, la protección del extremo α-NH2 será temporal, 
eliminándose sucesivamente durante la síntesis; y la de los grupos funcionales de las cadenas 
laterales será semipermanente, eliminándose generalmente en la etapa final de desanclaje y 
desprotección. 
 
En función de los grupos protectores utilizados, pueden definirse las dos estrategias sintéticas 
más empleadas:  
 
- Estrategia Boc/Bzl: el grupo α-NH2 de los aminoácidos se encuentra protegido con el 
grupo tert-butoxicarbonil (Boc), lábil a medio ácido, típicamente trifluoroacético (TFA); 
y los grupos protectores de las cadenas laterales son de tipo bencílico (Bzl), eliminados 
con ácido fluorhídrico (HF) (figura 2.3). 
 
- Estrategia Fmoc/tBut: la eliminación del grupo protector temporal 9-
fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc) se lleva a cabo en medio básico, generalmente con 
piperidina; mientras que la desprotección de las cadenas laterales se realiza en medio 
ácido empleando TFA (figura 2.4). 
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Figura 2.3. Mecanismo de eliminación de los grupos protectores en la estrategia Boc/Bzl.  




         





         











Figura 2.4. Mecanismo de eliminación de los grupos protectores en la estrategia Fmoc/tBut.  
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2.1.1. Soportes poliméricos 
 
El soporte polimérico o resina debe ser químicamente inerte en las condiciones de síntesis 
empleadas, estable mecánicamente e insoluble en los disolventes utilizados. En los últimos años 
se han desarrollado una gran variedad de resinas para la síntesis de péptidos en fase sólida165, 166. 
 
Los péptidos seleccionados en esta tesis se sintetizaron siguiendo la estrategia Fmoc/tBut sobre 
la resina comercial de polietilenglicol 4-(2’,4’-dimetoxifenilaminometil)-fenoxiacetamida 
(NovaSyn TGR); y la resina de poliestireno Cloruro 2-Clorotritilo (Cl-trt) (figura 2.5). La 
primera da lugar a péptidos carboxamidas totalmente desprotegidos y es lábil en medio ácido 
fuerte (95% TFA). En cambio, la resina Cl-trt, que contiene poliestireno reticulado con un 1% 
de 1,4-divinilbenceno (DVB)167, 168, es también lábil a condiciones ácidas más débiles (1% TFA), 
lo que permite separar el péptido de la resina sin eliminar los grupos protectores de las cadenas 
laterales de los aminoácidos, obteniendo así el péptido totalmente protegido excepto en su 
extremo C-terminal, el cual se encuentra en forma ácida. 
 
Ambas resinas presentan espaciadores bifuncionales, en donde uno de los grupos funcionales 
está unido al soporte polimérico y el otro se unirá al primer aminoácido de la secuencia 
peptídica, mediante un enlace tipo amida o éster, respectivamente. 
 
 





    
                  
 
 







Cloruro de 2-clorotritilo 
(Cl-trt) 
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2.1.2. Reactivos de acoplamiento 
 
Los reactivos de acoplamiento se utilizan para activar el grupo α-carboxilo del aminoácido 
protegido y permiten obtener rendimientos prácticamente cuantitativos en la reacción de 
formación del enlace amida. Ésta tiene lugar por al ataque nucleófilo del grupo α-NH2 de la 
cadena peptídica unida a la resina que desplaza el grupo saliente del derivado activado del ácido 
carboxílico (figura 2.6). Además, éstos minimizan las reacciones secundarias que pueden 
producirse durante la síntesis, como la racemización. Las causas de racemización son debidas a 
la enolización durante la activación del grupo carboxilo debido a un aumento de la acidez del 






















Figura 2.7. Mecanismo de racemización en la síntesis de péptidos debido a la enolización. 
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Figura 2.8. Mecanismo de racemización debido a la formación de 5-(4H)-oxazolona. 
 
 
Los reactivos de acoplamiento pueden dividirse fundamentalmente en dos grupos: 




Las carbodiimidas son los reactivos de acoplamiento más utilizados en la síntesis de péptidos, 
entre las que destacan la N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC)170, 171, que fue la primera descrita, 
y la N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIPCDI)172 (figura 2.9), que presenta la ventaja de que la 
urea que se genera como subproducto de la reacción es soluble en los disolventes habituales de 
la síntesis y no precipita, a diferencia de la urea formada a partir de la DCC (figura 2.10). 
 
Sin embargo, la utilización de estos reactivos de acoplamiento pueden dar lugar a reacciones 
secundarias debido al intermedio reactivo que se genera, la O-acil isourea. Estas reacciones 
secundarias pueden ser la transposición de O-acil a N-acil isourea (figura 2.11), que es una 
especie inactiva; o también puede racemizarse por enolización de la  
O-acil isourea formándose la 5-(4H)-oxazolona (figura 2.11). 
Para minimizar estas reacciones secundarias, las carbodiimidas se utilizan conjuntamente con 
otros activadores del tipo de sales de fosfonio y uronio, como el 1-hidroxibenzotriazol 
(HOBt)173 o 1-hidroxi-7-azabenzotriazol (HOAt)174, 175 (figura 2.12), que reaccionan con la O-acil 
isourea formándose el éster activo de estos activadores (figura 2.12). 
 
 

























Figura 2.11. Reacciones secundarias que pueden ocurrir durante la activación con carbodiimidas. 
DCC DIPCDI 



















































Figura 2.12. Mecanismo de formación del éster activo del HOBt y HAOt. 
 
2.1.2.2 Sales de fosfonio y de uronio 
 
Las sales de fosfonio y de uronio son derivados de los activadores HOBt y HOAt, y son agentes 
acoplantes más reactivos que las carbodiimidas. A diferencia de éstas, para que las sales de 
fosfonio y de uronio puedan reaccionar con el aminoácido a acoplar, éste debe estar en forma 
de carboxilato, por lo que es necesario combinar estos reactivos con una base, generalmente una 
amina terciaria como la N,N-diisopropiletilamina (DIEA). Estos reactivos dan lugar a una 
especie activa del carboxilato que posteriormente reacciona con el grupo NH2 de la cadena 
peptídica objeto de síntesis (figura 2.13). 
 
Entre las sales derivadas del HOBt destacan el hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-N-oxi-
tris(dimetilamino)fosfonio (BOP)176 y el hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-N-oxi-
tris(pirrolidin)fosfonio (PyBOP)177, 178 (figura 2.14). 
Las sales de fosfonio y uronio derivadas de HOAt más utilizadas son el hexafluorofosfato de N-
óxido de N-[(1H-benzotriazol-1-il)(dimetilamino)metilen]-N-metilmetanaminio (HBTU)179 y el 
tetrafluoroborato de N-óxido de N-[(1H-benzotriazol-1-il)(dimetilamino)metilen]-N-
metilmetaminio (TBTU)180. También destacan el hexafluorofosfato de N-óxido de N-
[(dimetilamino)-1H-1,2,3-triazolo-[4,5-b]piridin-1-il-metilen]-N-metilmetanaminio (HATU)181 y 










































































Figura 2.15. Principales sales de fosfonio y de uronio derivadas del HOAt. 
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2.1.3. Separación del péptido de la resina y eliminación de grupos 
protectores semipermanentes. 
 
Como se ha descrito en el apartado 2.1, existen fundamentalmente dos estrategias para la 
síntesis de péptidos en fase sólida, Boc/Bzl y Fmoc/tBu. En ambos casos, la desprotección de 
las cadenas laterales de los aminoácidos trifuncionales y la separación del péptido de la resina se 
lleva a cabo mediante acidólisis, empleando la mezcla acidolítica más adecuada en función de la 
estrategia utilizada, las características de la resina y de la secuencia peptídica. 
En el caso de la estrategia Boc/Bzl, se utilizan condiciones acidolíticas fuertes, es decir, ácidos 
fuertes como HF anhidro, entre otros. Mientras que en la estrategia Fmoc/tBu, utilizada para la 
síntesis de los péptidos seleccionados en esta tesis, las condiciones acidolíticas empleadas son 
más suaves; siendo el ácido trifluoroacético (TFA) el más empleado junto con compuestos que 
actúan como capturadores de carbocationes, como son los compuestos de silicio del tipo 
triisopropilsilano (TIS) (figura 2.16).  
 
Los grupos protectores de las cadenas laterales de los aminoácidos utilizados durante las síntesis 
llevadas a cabo en esta tesis, además del tBu para el ácido glutámico, la serina y la treonina, 
fueron el 2,2,5,7,8-pentametilcroman-6-sulfonil (Pmc) para la arginina (figura 2.17) y el tert-
butoxicarbonil (Boc) para el triptófano (figura 2.18). Éstos se eliminan también en medio ácido, 
por tratamiento con TFA. Otro grupo protector utilizado fue el grupo semi-temporal 1-(4,4-
dimetil-2,6-dioxociclohex-4-iliden)-3-metilbutil (ivDde) para la lisina, sensible al tratamiento con 












Figura 2.16. Mecanismo de eliminación del grupo protector tBu en presencia de TIS. 





























































































Figura 2.19. Mecanismo de eliminación del grupo protector ivDde en el residuo Lys. 
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2.2. SÍNTESIS DE PÉPTIDOS RAMIFICADOS (MAPS) 
 
Como se ha mencionado en la introducción de esta tesis, los péptidos ramificados o MAPs se 
basan en una matriz inmunológicamente inerte, formada por residuos trifuncionales de lisinas, 
sobre la que se sintetizan las secuencias peptídicas. Estas moléculas peptídicas se caracterizan 
por presentar una estructura química bien definida. Además, la estructura ramificada que genera 
el núcleo de lisinas facilita el empaquetamiento de los antígenos peptídicos que lo forman dando 
lugar a una mayor estabilización de la estructura secundaria de las secuencias peptídicas. Estas 
características suelen mejorar el reconocimiento de los epítopos por las inmunoglobulinas, 
pudiendo así ser consideradas como potenciales agentes para el desarrollo de nuevos sistemas 
diagnósticos, en nuestro caso, de la infección causada por el GBV-C. 
 
En este trabajo se han sintetizado péptidos ramificados tetraméricos de tipo lineal y cíclico que 
contienen el dominio N-terminal de la proteína de envoltura E2 del GBV-C. Para ello, se 
tuvieron en cuenta estudios previos publicados por nuestro grupo de trabajo, que demostraron 
que los péptidos cíclicos manifestaban una capacidad incrementada en el reconocimiento de los 
anticuerpos anti-GBV-C presentes en el suero de pacientes hemodializados y con hepatitis C 
crónica61. Además, se llevó a cabo la síntesis de un péptido ramificado heterogéneo que conjuga 
la región N-terminal de la proteína E2 con una secuencia de la proteína no estructural NS4 del 
GBV-C, ya que estudios previos indicaban que la combinación de epítopos de proteínas 
estructurales y no estructurales parecía ser necesaria para alcanzar tanto una buena sensibilidad, 
en el ensayo inmunoenzimático, como una mayor especificidad en los resultados. 
 
Las secuencias primarias de los epítopos potencialmente antigénicos del GBV-C seleccionados 
se detallan en la tabla 2.1. Por un lado, el péptido de la proteína no estructural, el epítopo 
NS4a(27-43), estudiado en el grupo durante la tesis doctoral de Teresa Pérez160, y 3 péptidos 
antigénicos solapados, correspondientes a la región N-terminal de la proteína E2 del GBV-C 
(LP1E2, LP2E2 y LP3E2). Las secuencias peptídicas correspondientes a la proteína E2 se 
modificaron en los residuos 20 y 22, sustituyendo las cisteínas presentes en la proteína por el 
residuo ácido 2-aminobutírico (Abu). Éste presenta la misma hidrofobicidad y propiedades 
estéricas que la cisteína, pero evita la reactividad de su grupo tiol sin modificar las propiedades 
inmunoquímicas del péptido original184.  
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Tabla 2.1. Secuencia primaria de los péptidos seleccionados. El aminoácido cisteína se ha 
sustituido por el residuo ácido 2-aminobutírico, [Abu]. 
 
Péptidos Secuencia primaria
E2(7-26) (LP1E2) GSRPFEPGLTWQS[Abu]S[Abu]RANG 
E2(11-26) (LP2E2) FEPGLTWQS[Abu]S[Abu]RANG 




2.2.1. Péptidos ramificados de tipo lineal 
 
Los MAPs tetraméricos de tipo lineal sintetizados se componen de cuatro secuencias peptídicas 
lineales. Dentro de este grupo, pueden diferenciarse entre MAPs tetraméricos heterogéneos, 
cuando los epítopos son iguales dos a dos; y MAPs tetraméricos homogéneos, cuando los 
cuatro epítopos son iguales. 
 
La síntesis de ambos tipos de moléculas se llevó a cabo siguiendo la estrategia Fmoc/tBut sobre 
la resina NovaSyn TGR (0,29 mmol/g), como se indica en los apartados 4.9-4.13 de Materiales y 
métodos. El primer aminoácido introducido fue la β-alanina, que actúa como espaciador entre la 
resina y el núcleo de lisinas tetramérico. Este último se obtuvo acoplando en primer lugar una 
lisina protegida tanto en su extremo Nα como N’ε con el grupo Fmoc. Seguidamente y tras la 
eliminación de los grupos Fmoc, se acopló otra lisina de iguales características, en el caso de la 
síntesis de MAPs homogéneos; y una lisina ortogonalmente protegida en su extremo Nα con el 
grupo Fmoc y en su extremo N’ε con el grupo ivDde, en el caso de los MAPs heterogéneos. 
A continuación se describen las síntesis de cada uno de los tipos de péptidos ramificados 
lineales. 
 
2.2.1.1. Péptidos ramificados de tipo lineal heterogéneo 
 
Se sintetizó un MAP tetramérico heterogéneo de tipo lineal que contenía dos copias del epítopo  
E2(7-26) en el extremo Nα, y dos copias de la secuencia peptídica NS4a(27-43) en el extremo 
N’ε (apdo. 4.9, Materiales y métodos). La síntesis se llevó a cabo siguiendo el esquema de 
Resultados y discusión 
99 
síntesis que se muestra en la figura 2.20, a partir del núcleo de lisinas tetramérico con los 
extremos N’ε protegidos con el grupo ivDde. En primer lugar, se sintetizaron  simultáneamente 
las dos cadenas de la secuencia E2(7-26) sobre el extremo Nα del núcleo de lisinas. El último 
aminoácido se incorporó protegido en su extremo Nα con el grupo tert-butoxicarbonilo (Boc). 
Seguidamente, a partir de una alícuota de peptidil-resina, se separó la molécula peptídica de la 
resina eliminando simultáneamente los grupos protectores de las cadenas laterales de los 
aminoácidos y el grupo Boc de los extremos Nα, con el fin de analizarla tanto por HPLC 






















Figura 2.20. Esquema de síntesis del MAP tetramérico de tipo lineal heterogéneo. 
CONDICIONES: (i) Fmoc-Ala-OH, HOBt, DIPCDI en DMF, 1 h 30 min; (ii) 20% 
piperidina/DMF; (iii), Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, HOBt, DIPCDI en DMF, 1 h 30 min; (iv) Fmoc-
Lys(ivDde)-OH, HOBt, DIPCDI, en DMF, 1 h 30 min; (v) síntesis en fase sólida (SPPS); (vi) 
2% NH2 NH2/DMF, 20 min; (vii) TFA/H2O/TIS, 3 h. 
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Posteriormente, se eliminaron los grupos protectores ivDde en presencia de 2% de hidracina en 
DMF. La reacción de eliminación de este grupo se siguió por UPLC-MS tras el proceso de 
desanclaje y desprotección de varias alícuotas de peptidil-resina. Este proceso se repitió cinco 
veces, hasta que no se observó la presencia del grupo ivDde en el péptido dimérico. Una vez 
quedó libre el extremo N’ε del núcleo de lisinas, se sintetizaron simultáneamente las dos cadenas 
correspondientes a la secuencia peptídica NS4a(27-43). Como activadores de los grupos α-
carboxilo de los aminoácidos se emplearon HOBt/DIPCDI, y en los casos en que el 
acoplamiento fue incompleto, se repitió la reacción empleando como activador TBTU en 
presencia de DIEA. Las reacciones de acoplamiento y desprotección del extremo α-amino de 
los aminoácidos se controlaron con los test colorimétricos de ninhidrina, TNBS y cloranilo, 
según correspondiera. 
 
Finalizada la síntesis, se eliminó el grupo protector Fmoc del último aminoácido de la secuencia, 
se secó la resina y se separó la molécula peptídica de ésta, eliminando simultáneamente los 
grupos protectores de las cadenas laterales de los aminoácidos y los dos grupos Boc terminales. 
El MAP tetramérico así obtenido se purificó mediante HPLC semipreparativo y se analizó por 
HPLC analítico y espectrometría de masas MALDI-TOF y electrospray en modo positivo (ES+). 
La masa experimental se calculó como la mediana de la masa obtenida para cada relación 
masa/carga, a partir del correspondiente espectro de ES+. El rendimiento tras la purificación del 
péptido fue del 12%. En la figura 2.21 se muestra la caracterización del MAP4[E2(7-
26),NS4a(27-43)] (MAPE2/NS4).  
  



























Figura 2.21. A) Espectro de HPLC MAP4[E2(7-26),NS4a(27-43)]. Columna fase reversa 
Poroshell 300-SB C18 (2,1 x 75 mm) 5 µm, gradiente lineal de 95% a 5% de A en 20 minutos, 
flujo de 1 ml/min, detección 280 nm (A: H2O con 0,05% de TFA; B: ACN con 0,05% de TFA); 
tR = 10,64 min. B) Espectro de masas MALDI-TOF del péptido purificado. Matriz HCCA, 
método lineal positivo. C) Espectro de masas ES+, masa calculada = 8356,0 g/mol; masa 
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2.2.1.2. Péptidos ramificados de tipo lineal homogéneo 
 
Se sintetizaron tres MAPs tetraméricos homogéneos de tipo lineal que contenían los epítopos 
E2(17-26), E2(11-26) y E2(7-26), respectivamente. Las síntesis se llevaron a cabo a partir del 
núcleo de lisinas tetramérico, sintetizando simultáneamente las cuatro secuencias peptídicas 
correspondientes en cada caso, tal y como se indica en los apartados 4.11, 4.12 y 4.13 de 
Materiales y métodos. Debido a la dificultad experimentada durante la síntesis y purificación del 
MAPE2/NS4 por la complejidad del crudo peptídico, los activadores del grupo α-carboxilo de los 
aminoácidos empleados en este caso fueron HATU/DIEA, ya que se ha demostrado que esta 
sal de uronio proporciona mejores resultados en la eficiencia del acoplamiento de los 
aminoácidos y reduce el tiempo de reacción185-187. Las reacciones de acoplamiento y 
desprotección del extremo α-amino de los aminoácidos se controlaron con los ensayos 
colorimétricos de ninhidrina, TNBS y cloranilo, según correspondiera.  
 
Finalizada la síntesis, se secó la resina y se separó la molécula peptídica de ésta, eliminando 
simultáneamente los grupos protectores de las cadenas laterales de los aminoácidos. El 
rendimiento de reacción tras la SPPS fue del 58% en el caso del MAP4E2(7-26) (MAPLP1), del 
68% en el caso del MAP4E2(11-26) (MAPLP2), y del 72% para el MAP4E2(17-26) (MAPLP3). El 
esquema de síntesis se muestra en la figura 2.22. En las figuras 2.23-2.25 se muestra la 
caracterización tanto por HPLC como por espectrometría de masas (ES+ y MALDI-TOF) de las 
moléculas ramificadas sintetizadas (MAPLP1, MAPLP2 y MAPLP3). 
Los MAP se desalaron mediante la utilización de cartuchos de extracción en fase sólida, tal y 
como se describe en el apartado 3.10.2 de Materiales y métodos. Una vez desalados, se 
purificaron mediante HPLC semipreparativo, siendo el rendimiento tras la purificación del 14% 
para el MAPLP3, del 10% para el MAPLP2 y del 5% en el caso del MAPLP1.  
 
Se analizó cada una de las moléculas sintetizadas por HPLC analítico y con las técnicas de 
espectrometría de masas MALDI-TOF y electrospray en modo positivo. Las masas 
experimentales se calcularon como la mediana de la masa obtenida para cada relación 
masa/carga, a partir del correspondiente espectro de ES+. Las diferencias existentes entre la 
masa experimental y calculada de algunos de los espectros de MALDI-TOF se encuentra dentro 
de lo esperado, ya que las medidas se adquirieron con el método lineal de tiempo de vuelo. 
 
 





















































Figura 2.22. Esquema de síntesis de los MAPs tetraméricos de tipo lineal homogéneo.  
CONDICIONES: (i) Fmoc-Ala-OH, HATU, DIEA en DMF 30 min; (ii) 20% piperidina/ 
DMF; (iii) Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, HATU, DIEA en DMF, 30 min; (iv) síntesis en fase sólida 
(SPPS); (v) TFA/H2O/TIS, 3 h.  
  





































Figura 2.23. A) Espectro de HPLC del MAPLP1. Columna fase reversa Poroshell 300-SB C18 (2,1 
x 75 mm) 5 µm, gradiente lineal de 95% a 5% de A en 25 minutos, flujo de 1 ml/min, detección 
220 nm (A: H2O con 0,05% de TFA; B: ACN con 0,05% de TFA), tR = 14,60 min. B) Espectro 
de masas MALDI-TOF del péptido purificado. Matriz HCCA, método lineal positivo. C) 
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Figura 2.24. A) Espectro de HPLC del MAPLP2. Columna fase reversa Poroshell 300-SB C18 (2,1 
x 75 mm) 5 µm, gradiente lineal de 95% a 5% de A en 25 minutos, flujo de 1 ml/min, detección 
220 nm (A: H2O con 0,05% de TFA; B: ACN con 0,05% de TFA), tR = 14,98 min. B) Espectro 
de masas ES+. Masa calculada = 7280,0 g/mol; masa experimental = 7280,2 g/mol. C) Espectro 
de masas MALDI-TOF del péptido purificado. Matriz HCCA, método lineal positivo. 
  

































Figura 2.25. A) Espectro de HPLC del MAPLP3. Columna fase reversa Poroshell 300-SB C18 (2,1 
x 75 mm) 5 µm, gradiente lineal de 95% a 5% de A en 25 minutos, flujo de 1 ml/min, detección 
220 nm (A: H2O con 0,05% de TFA; B: ACN con 0,05% de TFA); tR = 12,77 min. B) Espectro 
de masas ES+. Masa calculada = 4701,1 g/mol; masa experimental = 4701,3 g/mol. C) Espectro 





Resultados y discusión 
107 
2.2.2. Péptidos ramificados de tipo cíclico 
 
Aunque existen en la literatura diversos tipos de macromoléculas peptídicas ramificadas, los 
dendrímeros peptídicos de tipo cíclico han sido particularmente investigados con el fin de 
diseñar moléculas que mimeticen las conformaciones de la proteína nativa de la mejor manera 
posible, dado que pueden adoptar características conformacionales similares a las de las zonas 
antigénicas originales de la proteína nativa.  
 
De esta manera, diversos grupos de investigación han sintetizado y estudiado dendrímeros 
peptídicos cíclicos con aplicaciones biológicas. Por ejemplo, se han utilizado estrategias 
sintéticas, tanto en fase sólida como en solución, para preparar dendrímeros lipopeptídicos 
multivalentes que contienen cuatro copias de epítopos cíclicos, formados a través de puentes 
disulfuro, ensayados con éxito en una prueba de vacunación experimental contra el virus de la 
fiebre aftosa188. Asimismo, se han obtenido dendrímeros cíclicos del péptido RGD como 
potenciales agentes para dianas tumorales, sintetizándose el tripéptido RGD en fase sólida y 
reaccionando a continuación mediante una ligación quimioselectiva por la formación de un 
enlace oxima, para de este modo obtener la construcción multimérica189. El tripéptido RGD 
también ha sido utilizado para formar este tipo de construcciones enlazando los péptidos con la 
cicloadición 1,3-dipolar, conocida como Click Chemistry190, 191. 
 
La preparación de los dendrímeros cíclicos es complicada ya que, si se realiza la reacción de 
ciclación de forma directa sobre el núcleo de la construcción ramificada se producen reacciones 
secundarias inter- e intra-cadenas. En el caso de la formación de MAPs, estas reacciones 
secundarias no pueden minimizarse con elevadas diluciones. Además, la unión convergente de 
los péptidos cíclicos, previamente formados, al núcleo del MAP tiene la limitación de la 
insolubilidad de los precursores protegidos. Como consecuencia, se han desarrollado 
alternativas sintéticas basadas en el enlace de los precursores desprotegidos al núcleo del 
dendrímero propiamente funcionalizado192. Una de estas estrategias sintéticas es la formación 
previa de los péptidos cíclicos mediante la reacción intramolecular quimioselectiva conocida 
como Ligación Química Nativa, introducida por Kent et al.193 Consiste en una reacción 
espontánea entre el grupo sulfhidrilo de un residuo de cisteína y un tioéster, para finalmente 
formar un enlace amida como resultado de una transferencia S,N-acilo. Esta reacción puede 
ocurrir tanto de forma intermolecular, lo que permite unir dos o más segmentos peptídicos 
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desprotegidos194-196; como de manera intramolecular197, dando lugar a una ciclación de tipo 
cabeza-cola.  
 
En esta tesis, se utilizó esta metodología de síntesis para llevar a cabo la ciclación de los 
péptidos. Se incorporó un residuo de cisteína en el extremo amino-terminal de cada secuencia 
peptídica y se derivatizó el extremo carboxilo-terminal formando un tioéster. Posteriormente, 
tras la conjugación de estos monómeros cíclicos al núcleo del MAP funcionalizado, se 
obtuvieron las moléculas ramificadas objeto del posterior estudio antigénico. 
 
 
2.2.2.1. Obtención de péptidos cíclicos 
 
Los péptidos cíclicos han demostrado ser una aproximación útil en el desarrollo de péptidos con 
utilidad diagnóstica y terapéutica. También, se han utilizado como inmunógenos sintéticos198, 199, 
ya que la ciclación da lugar a una reducción de la libertad conformacional respecto a su 
precursor lineal, favoreciendo en muchos casos la afinidad de unión a su receptor. Esta 
restricción de la movilidad en ocasiones mejora su reactividad frente a anticuerpos, ya que puede 
conseguirse una mimetización antigénica más eficaz en comparación con sus correspondientes 
versiones lineales200. Además, la ciclación de péptidos puede incluso aumentar la estabilidad de 
las secuencias frente a la proteólisis201. 
 
Como se ha mencionado anteriormente, la ciclación de los péptidos desprotegidos, es decir, una 
vez eliminados los grupos protectores de las cadenas laterales de los aminoácidos, se llevó a 
cabo mediante la reacción quimioselectiva intramolecular conocida como Ligación Química 
Nativa. Se trata de una reacción de transtioesterificación reversible en la que se produce un 
ataque nucleofílico por parte del grupo sulfhidrilo de un residuo de cisteína, introducido en el 
extremo N-terminal del segmento peptídico, al grupo tioéster de otro segmento peptídico (o del 
extremo C-terminal, en este caso). En primer lugar, se forma un intermedio inestable y 
seguidamente se produce una ordenación espontánea entre el S y el N que, tras la reacción de 
transtioesterificación, se encuentran en proximidad. De esta manera, tiene lugar la formación de 
un enlace amida y como consecuencia la obtención del péptido cíclico.  
Según se describe en la literatura202, esta reacción es muy eficiente en un ambiente reductor y 
nucleofílico que contenga tris(carboxietil)fosfina (TCEP), que actúa como reductor de puentes 
disulfuro evitando la formación de dímeros203 y cataliza el intercambio tiol-tioéster. Por otro 
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lado, se ha descrito que la presencia de un alquiltiol en el medio de reacción cataliza también la 








Figura 2.26. Mecanismo de reacción de la ciclación mediante Ligación Química Nativa. 
 
 
Con la finalidad de obtener péptidos cíclicos del tipo cabeza-cola que contuvieran un grupo 
sulfhidrilo, el cual permitiera su unión a los núcleos de lisinas funcionalizados, se llevó a cabo la 
síntesis en fase sólida de los péptidos LP1E2, LP2E2, LP3E2 y NS4a(27-43) utilizando la resina Cl-
trt, tal y como se indica en los apartados 4.1-4.4 de Materiales y métodos. De esta manera, se 
obtuvieron los péptidos lineales totalmente protegidos excepto en su extremo carboxilo 
terminal, lo que permitió funcionalizarlos convenientemente para la posterior reacción de 
Ligación Química Nativa intramolecular, como se indica en los apartados 4.5-4.8 de Materiales y 
métodos. El esquema seguido se indica en la figura 2.27. 
 
Se añadió al extremo N-terminal de cada secuencia un residuo de cisteína, protegido en su 
extremo Nα con un grupo Boc y en la cadena lateral con el grupo tritilo. Una vez sintetizada la 
secuencia, se trató la resina con 1% de TFA en DCM, separándose el péptido de la resina 
manteniéndose protegidos los grupos funcionales de las cadenas laterales de los aminoácidos. 
Dada la dificultad de caracterizar los péptidos protegidos, debido a su insolubilidad, se 
caracterizaron los péptidos totalmente desprotegidos, tanto por HPLC analítico como por 
espectrometría de masas UPLC-MS (tabla 2.2; figura A.9-A.12 del apartado A.4 del Anexo). Las 
masas experimentales se calcularon como la mediana de la masa obtenida para cada relación 
masa/carga, a partir del correspondiente espectro de ES+. 
Posteriormente, se funcionalizó el extremo C-terminal con el éster 3-mercaptopropanoato de 
metilo con el fin de obtener un enlace tioéster. Esta derivatización y la reacción de ciclación se 
pusieron a punto con la tiolamida 3-mercaptopropanamida, molécula no comercial sintetizada 
en colaboración con el Prof. Weng C. Chan, en el Centre for Biomolecular Science de la Universidad 
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de Nottingham en Reino Unido, tal y como se detalla en el apartado A.3 del Anexo y en el 
















Figura 2.27. Esquema de síntesis de los péptidos cíclicos.  
CONDICIONES: (i) Fmoc-Gly-OH, DIEA, CH2Cl2 1h;  (ii) DCM:MeOH:DIEA (17:2:1); (iii) 
20% piperidina/DMF; (iv) síntesis en fase sólida (SPPS); (v) Boc-Cys(trt)-OH, HATU, DIEA, 
30 min; (vi) 1% TFA/CH2Cl2, 20 min (vii) HS(CH2)2COOCH3, WSCDI, HOBt en DMF, 24h, 
4ºC;  (viii) TFA/H2O/TIS, 3 h; (ix) 0,2 M Na2HPO4/0,1M ácido cítrico (pH 7.5), TCEP, 
HS(CH2)2COOCH3, 48 h.  
 
 
Tabla 2.2. Caracterización de los péptidos lineales mediante UPLC-MS. 
Péptido Secuencia primaria Masa calc. Masa exp. 
Cys-NS4a(27-43) CTDWDVKGGGSPLYRHGDG 2020,1 2019,9 
Cys-LP1E2 CGSRPFEPGLTWQS[Abu]S[Abu]RANG 2219,1 2219,4 
Cys-LP2E2 CFEPGLTWQS[Abu]S[Abu]RANG 1821,8 1822,1 
Cys-LP3E2 CWQS[Abu]S[Abu]RANG  1177,5 1177,7 
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La reacción de tioesterificación del extremo carboxilo terminal se realizó utilizando 
carbodiimida soluble en agua (WSCDI) y HOBt como activadores, siguiendo el procedimiento 
del apartado 3.7.2 de Materiales y métodos. Finalizada la reacción, se aislaron los péptidos 
lineales derivatizados como tioéster en el extremo carboxilo terminal y se caracterizaron por 
espectrometría de masas MALDI-TOF (figura A.13, apado. A.5 del Anexo). 
Se eliminaron los grupos protectores presentes en el péptido y seguidamente, se  llevó a cabo la 
reacción de ciclación en medio tamponado a pH 7,5 en presencia de 3-mercaptopropanamida o 
de 3-mercaptopropanoato de metilo, en función del reactivo utilizado en la reacción de 
tioesterificación anterior.  
 
La reacción de Ligación Química Nativa se siguió mediante HPLC analítico. El producto final 
obtenido en cada caso se caracterizó mediante UPLC-MS y se purificó por HPLC 
semipreparativo. En la figura 2.28, se muestra el progreso de la reacción de ciclación del péptido 
Cys-LP1E2 monitorizado por HPLC a tiempo inicial y tras 24 horas de reacción, observándose 
un cambio en el tiempo de retención tras la ciclación del péptido lineal. Los rendimientos 
obtenidos tras la purificación, así como las masas calculadas y experimentales, se muestran en la 
tabla 2.3. Por otro lado, la caracterización de los péptidos cíclicos mediante HPLC y ES+ se 
ilustra en las figuras 2.29-2.32. 
 
 
Tabla 2.3. Caracterización de los péptidos cíclicos mediante espectrometría de masas (ES+). 
R(%), rendimiento obtenido tras la purificación 
 
 






Cyc-HT-CysNS4a(27-43) CTDWDVKGGGSPLYRHGDG 2002,1 2002,7 23 
Cyc-HT-CysE2(7-26)
(CP1) 
CGSRPFEPGLTWQS[Abu]S[Abu]RANG 2201,0 2201,1 21 
Cyc-HT-CysE2(11-26)
(CP2) 
CFEPGLTWQS[Abu]S[Abu]RANG 1805,0 1804,8 17 
Cyc-HT-CysE2(17-26)
(CP3) 
CWQS[Abu]S[Abu]RANG 1159,5 1159,6 26 




























Figura 2.28. Espectro de UPLC-MS del progreso de la reacción de ciclación del péptido E2(7-
26) (Cys-LP1E2). Columna fase reversa ACQUITY UPLC BEH C18 (2,1 x 100 mm) 1,7 µm, 
gradiente lineal de 95% a 5% de A en 10 minutos, flujo de 0,3 ml/min, detección 220 nm. (A: 
H2O con 20 mM HCOOH; B: ACN con 20 mM HCOOH). A) Cys-E2(7-26)-
SCH2CH2COOCH3, tR= 3,78 min, masa calculada: 2321,1 g/mol, masa experimental: 2321,3 
g/mol; B) E2(7-26) cíclico (CP1), tR= 4,00 min, masa calculada: 2201,0 g/mol, masa 
experimental: 2201,1 g/mol. 
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Figura 2.29. A) Espectro de HPLC del péptido Cyc-HT-CysNS4a(27-43). Columna fase reversa 
fase reversa Kromasil C18 (250 x 4,6 mm) 5 µm, gradiente lineal de 95% a 5% de A en 20 
minutos, flujo de 1 ml/min, detección 220 nm. A: H2O con 0,05% de TFA; B: ACN con 0,05% 
de TFA); tR = 7,43 min. B) Espectro de masas (ES+). Masa calculada: 2002,1 g/mol; masa 


















Figura 2.30. A) Espectro de HPLC el péptido CP1. Columna fase reversa Kromasil C18 (250 x 
4,6 mm) 5 µm, gradiente lineal de 95% a 5% de A en 25 minutos, flujo de 1 ml/min, detección 
220 nm (A: H2O con 0,05% de TFA; B: ACN con 0,05% de TFA); tR = 14,18 min. B) Espectro 
de masas (ES+). Masa calculada: 2201,0 g/mol; masa experimental: 2201,0 g/mol. 
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Figura 2.31. A) Espectro de HPLC del péptido CP2. Columna fase reversa Kromasil C18 (250 x 
4,6 mm) 5 µm, gradiente lineal de 95% a 5% de A en 25 minutos, flujo de 1 ml/min, detección 
220 nm (A: H2O con 0,05% de TFA; B: ACN con 0,05% de TFA); tR = 14,77 min. B) Espectro 


















Figura 2.32. A) Espectro de HPLC del péptido CP3. Columna fase reversa Kromasil C18 (250 x 
4,6 mm) 5 µm, gradiente lineal de 95% a 5% de A en 25 minutos, flujo de 1 ml/min, detección 
220 nm (A: H2O con 0,05% de TFA; B: ACN con 0,05% de TFA); tR = 12,83 min. B) Espectro 
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2.2.2.2. Síntesis de péptidos ramificados de tipo lineal-cíclico  
 
Los péptidos ramificados de tipo lineal-cíclico constan de dos cadenas lineales sintetizadas en 
fase sólida sobre el extremo Nα del núcleo de lisinas y dos secuencias peptídicas cíclicas 
sintetizadas paralelamente, que se unirían a los extremos N’ε del núcleo de lisinas mediante una 
reacción de tioeterificación en solución. En la figura 2.33 se muestra el esquema de síntesis.  
 
a) Síntesis del MAP dimérico derivatizado con ácido cloroacético. 
 
En primer lugar, se llevó a cabo la síntesis del núcleo tetramérico siguiendo la metodología 
indicada en el apartado 4.10 de Materiales y métodos. Sobre el extremo Nα, se sintetizaron 
simultáneamente dos cadenas correspondientes a la secuencia peptídica E2(7-26), incorporando 
el último aminoácido protegido en su extremo Nα con el grupo Boc. Posteriormente, se separó 
el MAP dimérico de la resina a partir de una alícuota de peptidil-resina, eliminando 
simultáneamente los grupos protectores de las cadenas laterales de los aminoácidos y el grupo 
Boc de los extremos Nα, y se analizó tanto por HPLC analítico como por espectrometría de 
masas. El crudo peptídico se obtuvo con un rendimiento del 83%.  
Una vez controlada la síntesis del MAP dimérico, se procedió a la eliminación del grupo ivDde 
con 2% de hidracina en DMF. La eliminación total de este grupo protector se controló 
mediante la caracterización del MAP dimérico por UPLC-MS tras desanclar una pequeña 
porción de peptidil-resina. Finalmente, se llevó a cabo la derivatización del extremo N’ε con 
ácido cloroacético en presencia de los activadores HATU/DIEA y se separó el péptido de la 
resina en presencia de TFA, eliminando simultáneamente los grupos protectores de las cadenas 
laterales de los aminoácidos y el grupo Boc de los extremos Nα. El MAP dimérico derivatizado, 
MAP[E2(7-26)2,(COCH2Cl)2], se analizó tanto por HPLC analítico como por espectrometría de 
masas MALDI-TOF y ES+ (figura 2.34). La masa experimental a partir del espectro de masas 
ES+ se calculó de igual manera que en casos anteriores. La diferencia existente entre la masa 
experimental determinada mediante MALDI-TOF y la calculada se encuentra dentro de lo 
esperado, ya que la medida se realizó con el método lineal de tiempo de vuelo.  
  




























Figura 2.33. Esquema de síntesis del MAP tetramérico de tipo lineal-cíclico. 
CONDICIONES: (i) Fmoc-Ala-OH, HATU, DIEA en DMF, 30 min; (ii) 20% piperidina/DMF; (iii), 
Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, HATU, DIEA en DMF, 30 min; (iv) Fmoc-Lys(ivDde)-OH, HATU, DIEA en 
DMF, 30 min; (v) síntesis en fase sólida (SPPS); (vi) 2% NH2 NH2/DMF, 20 min; (vii) Cl-CH2COOH, 
HATU, DIEA en DMF, 30 min; (viii) TFA/H2O/TIS, 3 h; (ix) Fmoc-Gly-OH, DIEA, CH2Cl2 1h; (x) 
1% TFA/CH2Cl2, 20 min; (xi) HS(CH2)2COOCH3, WSCDI, HOBt en DMF, 24h, 4ºC; (xii) 0,2 M 
Na2HPO4/0,1M ácido cítrico (pH 7.5), TCEP, HS(CH2)2COOCH3,48 h; (xiii) 0,2M Tris/ 2M Guan·Cl o 







































































































Figura 2.34. A) Espectro de HPLC del MAP[E2(7-26)2,(COCH2Cl)2]. Columna fase reversa 
Poroshell 300-SB C18 (2,1 x 75 mm) 5 µm, gradiente lineal de 95% a 5% de A en 20 minutos, 
flujo de 1 ml/min, detección 280 nm (A: H2O con 0,05% de TFA; B: ACN con 0,05% de TFA); 
tR = 14,03 min. B) Espectro de masas MALDI-TOF del péptido purificado. Matriz HCCA, 
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 b) Reacción de tioeterificación.   
 
Se procedió a la unión de los péptidos cíclicos a los extremos N’ε del MAP dimérico mediante la 
formación de un enlace tioéter con la finalidad de obtener el MAP tetramérico de tipo lineal-
cíclico. 
La reacción de tioeterificación se llevó a cabo con los péptidos Cyc-HT-CysNS4a(27-43), Cyc-
HT-CysE2(7-26) (CP1) y Cyc-HT-CysE2(17-26) (CP3) en dos medios tamponados (apdo. 3.9 
de Materiales y métodos). En primer lugar, las condiciones de reacción ensayadas fueron 
tampón 0,2 M Na2HPO4/0,01 M EDTA, pH 7,5, en presencia de DMF y atmósfera inerte
197. 
En todos los casos, la reacción se monitorizó mediante HPLC analítico. Sin embargo, no fue 
posible la identificación de ninguno de los MAPs de tipo lineal-cíclico mediante espectrometría 
de masas, siendo los productos mayoritarios de la reacción los dímeros obtenidos por formación 
de puentes disulfuro entre los péptidos cíclicos correspondientes en cada caso. 
 
Con el fin de evitar estos problemas, se llevó a cabo la reacción en otro medio tamponado 
incluyendo agentes caotrópicos (0,2 M Tris/ 2 M Guanidinio·Cl204, 205, pH 7,6)204, 205, como el 
cloruro de guanidinio, que previene la agregación y favorece la reacción de sustitución, según se 
ha descrito en la bibliografía206, 207. No obstante, en este caso, tampoco se obtuvieron los 
resultados deseados, siendo de nuevo mayoritaria la formación de dímeros, posiblemente debido 
a impedimentos estéricos entre las cadenas lineales y los ciclos, ambos de elevado tamaño. 
Además, el posible plegamiento de las cadenas lineales del MAP dimérico, podría disminuir la 
accesibilidad de los extremos N’ε del núcleo de lisinas, impidiéndose así la unión entre las 
moléculas peptídicas.  
 
Considerando estos resultados, se sintetizaron MAPs tetraméricos cíclicos a partir de la unión 
entre el núcleo de lisinas tetracloroacetilado en sus grupos amino y los péptidos cíclicos 
empleando esta misma reacción de tioeterificación. De esta forma, se podrían eliminar los 
impedimentos estéricos en los extremos N’ε del núcleo de oligolisinas debidos a las cadenas 
peptídicas lineales situadas en los extremos Nα del MAP dimérico, quedando ahora los cuatro 
grupos amino derivatizados del núcleo igualmente accesibles a la unión de los péptidos 
cíclicos197 (apdo. 2.2.2.3). 
 
Por otro lado, los impedimentos estéricos en los extremos N’ε podrían también minimizarse 
mediante la incorporación de un espaciador en dicho núcleo de lisinas, lo que aumentaría la 
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flexibilidad global del péptido ramificado204, 208. Ejemplos de espaciadores son el ácido 6-
aminohexanoico (Ahx) o el ácido 3,6-dioxaoctanoico (O2Oc), que además aumentaría la 
solubilidad en medio acuoso de la construcción sintética209. 
 
2.2.2.3. Péptidos ramificados de tipo cíclico homogéneos 
 
La síntesis de los péptidos ramificados de tipo cíclico se llevó a cabo partiendo del núcleo de 
lisinas derivatizado con ácido cloroacético tanto en sus extremos Nα como N’ε, y su posterior 
reacción con cada uno de los diferentes péptidos cíclicos previamente obtenidos y descritos en 
el apartado 2.2.2.1, derivados del extremo N-terminal de la proteína de envoltura E2 del GBV-
C: Cyc-HT-CysE2(7-26) (CP1), Cyc-HT-CysE2(11-26) (CP2), Cyc-HT-CysE2(17-26) (CP3). En 
la figura 2.35 se muestra el esquema de síntesis. 
 
Una vez sintetizado el núcleo de lisinas derivatizado (tabla 2.4, figura 2.36), como se indica en el 
apartado 4.14.1 de Materiales y métodos, se llevó a cabo la reacción de tioeterificación utilizando 
tres medios de reacción diferentes y los péptidos cíclicos CP1, CP2 y CP3, con el fin de 
encontrar unas condiciones óptimas de reacción (apdo. 3.9 de Materiales y métodos). Las 
reacciones se monitorizaron mediante HPLC analítico. 
 
En primer lugar, se ensayó la reacción con los tres péptidos cíclicos siguiendo el protocolo 
especificado por L. Zhang y J.P. Tam197, es decir, en medio tamponado Na2HPO4/EDTA, pH 
7,5, en presencia de DMF, para favorecer la solubilidad del péptido, y en atmósfera inerte. Tras 
purificar los productos obtenidos mediante HPLC semipreparativo y analizarlos mediante 
UPLC-MS y MALDI-TOF (figuras 2.37) no se observó la presencia de los MAPs tetraméricos 
deseados sino únicamente aquéllos constituidos por una o dos copias de los ciclos. El producto 
mayoritario encontrado fue el dímero del péptido cíclico correspondiente en cada caso, formado 
mediante puente disulfuro. A pesar de repetir la reacción aumentado el tiempo de reacción de 
48 a 72 horas, los resultados no variaron. 
 
De esta manera, se llevó a cabo la reacción empleando únicamente medio orgánico, disolviendo 
así los péptidos en DMF anhidro210 y en presencia del catalizador yoduro de tetrabutilamonio 
(TBAI)211, 212 (figuras 2.37). Los productos de reacción se purificaron mediante HPLC 
semipreparativo y caracterizaron mediante UPLC-MS y MALDI-TOF, identificándose el MAP 
tetramérico con cuatro copias del péptido CP3, correspondiente a la secuencia peptídica E2(17-
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26) de la proteína de envoltura E2 del GBV-C. Sin embargo, la reacción no fue cuantitativa, 
obteniéndose un crudo peptídico complejo donde nuevamente el producto mayoritario fue el 
dímero del ciclo formado mediante puente disulfuro, junto con diferentes moléculas ramificadas 
correspondientes a la unión de uno, dos y tres péptidos cíclicos al núcleo de lisinas (MAPCP3-1, 
MAPCP3-2 y MAPCP3-3, respectivamente). La formación del MAP tetramérico no se observó en el 
caso de los ciclos de mayor tamaño CP1 y CP2, aún aumentando los tiempos de reacción, 



























Figura 2.35. Esquema de síntesis del MAP tetramérico de tipo lineal-cíclico. 
CONDICIONES: (i) Fmoc-Ala-OH, HATU, DIEA en DMF, 30 min; (ii) 20% piperidina/DMF; (iii), 
Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, HATU, DIEA en DMF, 30 min; (v) síntesis en fase sólida (SPPS); (vii) Cl-
CH2COOH, HATU, DIEA en DMF, 30 min; (viii) TFA/H2O/TIS, 3 h; (ix) Fmoc-Gly-OH, DIEA, 
CH2Cl2 1h; (x) 1% TFA/CH2Cl2, 20min; (xi) HS(CH2)2COOCH3, WSCDI, HOBt en DMF, 24h,4ºC; 
(xii) 0,2 M Na2HPO4/0,1M ácido cítrico (pH 7.5), TCEP, HS(CH2)2COOCH3,48 h; (xiii) Tris-HCl, pH 
8,2, N2213.  
Resultados y discusión 
121 
Tabla 2.4. Rendimiento (R%) y masa experimental y calculada del núcleo de lisinas derivatizado. 
 




















Figura 2.36. A) Espectro de HPLC del núcleo de lisinas derivatizado con ácido cloroacético. 
Columna fase reversa Kromasil C18 (250 x 4,6 mm) 5 µm, gradiente lineal de 95% a 5% de A en 
20 minutos, flujo de 1 ml/min, detección 220 nm (A: H2O con 0,05% de TFA; B: ACN con 
0,05% de TFA); tR = 8,42 min. B) Espectro de masas (ES+). Masa calculada = 778,5 g/mol; 
masa experimental = 778,3 g/mol.  
 
Con el fin de mejorar la reacción de tioeterificación, ésta se ensayó teniendo en cuenta las 
condiciones propuestas por G. Mezö213, 214, en medio tamponado 0,1M Tris-HCl, pH 8,2 en 
atmósfera inerte (apdos 3.9 y 4.14.2 de Materiales y métodos). En primer lugar, se disolvió el 
núcleo de lisinas en el tampón, y posteriormente se fueron añadiendo pequeñas alícuotas de 
péptido cíclico en estado sólido, con el fin de evitar la formación de puentes disulfuro. Esta 
reacción se repitió con todos los ciclos, se monitorizó por HPLC y MALDI-TOF, y se finalizó 
acidificando el medio con TFA hasta un pH~3. De nuevo, en el caso de las reacciones llevadas 
a cabo con los péptidos CP1 y CP2, de mayor tamaño, se obtuvieron sólo los MAPs con una y 
dos copias del ciclo correspondiente (figuras 2.37-2.39), junto con los péptidos cíclicos 
dimerizados. Únicamente en el caso de la reacción entre el núcleo de lisinas y el ciclo CP3, se 
identificó el MAPCP3-4, que contenía cuatro copias del péptido cíclico (figura 2.37). En la figura 
2.40, se muestran los espectros de MALDI-TOF y ES+ de los MAPs con diferentes copias del 
péptido CP3. Las masas experimentales indicadas se calcularon como la mediana de la masa 
A B 
8,42 
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obtenida para cada relación masa/carga, a partir del correspondiente espectro de ES+. En la 
tabla 2.5, se resumen los tipos de MAPs encontrados con cada tipo de ciclo, junto con su masa 
teórica y experimental según los espectros de masas MALDI-TOF. 
 
Tabla 2.5. Masas experimentales y calculadas para cada uno de los MAPs obtenidos mediante 
MALDI-TOF (matriz SA, método LP). 
 
MAP cíclico Tipo de MAP Masa calculada Masa encontrada 
MAP4(17-26) 
MAPCP3-1 1903,34 1903,12 
MAPCP3-2 3027,14 3027,93 
MAP CP3-3 4150,94 4150,97 
MAP CP3-4 5274,42 5276,93 
MAP4(11-26) 
MAP CP2-1 2547,07 2547,94 
MAP CP2-2 4315,58 4307,07 
MAP CP2-3 6084,11 - 
MAP CP2-4 7852,62 - 
MAP4(7-26) 
MAPCP1-1 2944,50 2947,64 
MAPCP1-2 5110,45 5113,91 
MAP CP1-3 7276,40  
MAP CP1-4 9442,34 - 
 
 
Finalmente, se llevó a cabo la purificación del MAPCP3-4 por HPLC semipreparativo 
obteniéndose con una pureza de aproximadamente el 75% y presencia del MAPCP3-3. Debe 
señalarse la dificultad de purificación de este tipo de crudos peptídicos, que presentan 
estructuras ramificadas con diferente número de copias de los péptidos cíclicos. De esta manera, 
el rendimiento de obtención del MAP CP3-4 fue del 8%. 
 
Cabe destacar, que con este procedimiento de reacción, propuesto por G. Mezö213, 214, en el caso 
del péptido CP3 se observó una menor presencia del MAP monomérico, aumentando así la 
formación de los MAPs con más de una copia del ciclo, como se observa al comparar los 
cromatogramas de las diferentes tioeterificaciones (figura 2.37). De esta manera, puede 
concluirse que, de los métodos de reacción empleados, éste es con el que se obtuvieron mejores 
resultados, disminuyéndose la formación de puentes disulfuro y favoreciendo la reacción de 
tioeterificación. 












































Figura 2.37. Espectros de HPLC de los crudos peptídicos MAPCP1 (A), MAPCP2 (B) y MAPCP3 (C) en 
tampón Na2HPO4/EDTA/DMF, en DMF/TBAI y en tampón 0,1M Tris-HCl. Condiciones HPLC: 
Columna fase reversa Poroshell 300-SB C18 (2,1 x 75 mm) 5 µm, gradiente lineal de A en 25-27 minutos, flujo 
de 1 ml/min, detección 280 nm (A: H2O con 0,05% de TFA; B: ACN con 0,05% de TFA).  
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Figura 2.38. Espectros de masas (MALDI-TOF) de las construcciones MAPCP1-X. A) MAPCP1-1, 
masa calculada = 2944,50 g/mol, masa experimental = 2947,64 g/mol; B) MAPCP1-2, masa 





















Figura 2.39. Espectros de masas (MALDI-TOF) de las construcciones MAPCP2-X. A) MAPCP2-1, 
masa calculada = 2547,07 g/mol, masa experimental = 2547,94 g/mol; B) MAPCP2-2, masa 

















































Figura 2.40. Espectros de masas MALDI-TOF y ES+ del MAPCP3-X. A) MAPCP3-1, masa calculada = 
1903,34 g/mol, masa experimental = 1903,12 g/mol; B) MAPCP3-2, masa calculada = 3027,14 g/mol, 
masa experimental = 3027,93 g/mol; C) MAPCP3-3, masa calculada = 4150,94 g/mol, masa experimental 
= 4150,97 g/mol; D) MAPCP3-4, masa calculada = 5274,42 g/mol, masa experimental = 5274,93 g/mol. 
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Las dificultades encontradas en la síntesis de moléculas ramificadas mediante la unión en 
solución de los fragmentos peptídicos podrían estar relacionadas con impedimentos estéricos, 
como ya se apuntó en la síntesis de los MAPs de tipo lineal-cíclico (apdo. 2.2.2.2). Por lo que, de 
la misma manera, éstos podrían minimizarse con la incorporación de un espaciador en dicho 
núcleo de lisinas, como el Ahx o el O2Oc. Dichas dificultades también han sido descritas por 
otros autores188, 204, 208, los cuales obtuvieron perfiles heterogéneos y complicados en la síntesis de 
estas moléculas ramificadas. 
 
Resumiendo, en este apartado se han sintetizado una serie de moléculas peptídicas ramificadas, 
lineales y cíclicas derivadas del extremo N-terminal de la proteína de envoltura E2, así como de 
la proteína no estructural NS4a de dicho virus.  
 
Por un lado, se llevó a cabo la síntesis del MAPE2/NS4, péptido ramificado de tipo lineal-
heterogéneo con dos copias de cada una de las secuencias peptídicas E2(7-26) y NS4a(27-43). 
Seguidamente, se sintetizaron los MAPs homogéneos de tipo lineal con cuatro copias de los 
epítopos E2(7-26), E2(11-26) y E2(17-26), es decir el MAPLP1, el MAPLP2 y el MAPLP3 
respectivamente. Finalmente, tras probar diversas condiciones de reacción, se logró la síntesis 
del MAP tetramérico homogéneo de tipo cíclico, MAPCP3, derivado de la región E2(17-26) de la 
proteína E2 del GBV-C. 
 
Todas estas moléculas, como ya se ha indicado, se basan en un núcleo de lisinas 
inmunológicamente inerte. En el caso de los MAPE2/NS4, MAPLP1, MAPLP2 y MAPLP3, las 
secuencias peptídicas se sintetizaron en fase sólida sobre dicho núcleo; y en el caso del MAPCP3, 
se sintetizaron las secuencias peptídicas en fase sólida, se ciclaron en solución y posteriormente, 
se ligaron al núcleo de lisinas mediante una reacción de tioeterificación en solución.  
 
La síntesis de los péptidos cíclicos, constó de varios pasos. En primer lugar, se sintetizaron los 
correspondientes péptidos lineales, que tras separarlos protegidos de la resina, se derivatizaron 
en su extremo C-terminal y se eliminaron los grupos protectores, para posteriormente llevar a 
cabo la ciclación mediante una reacción de transtioesterificación intramolecular. Esta reacción es 
quimioselectiva y cuantitativa, no observándose la formación de puentes disulfuro entre los 
péptidos lineales. Por tanto, puede decirse que es un buen método para la formación de 
péptidos cíclicos. 
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La unión de los ciclos al núcleo de lisinas se llevó a cabo en solución. Esta reacción estuvo 
limitada fundamentalmente por dos factores: los impedimentos estéricos y la formación de 
dímeros. La primera limitación era debida al tamaño de los péptidos. Dichos impedimentos 
estéricos podrían disminuirse incorporando espaciadores en el núcleo de lisinas. La segunda 
limitación, la formación de dímeros mediante puentes disulfuro, se evitó en gran medida 
añadiendo el ciclo a la disolución en pequeñas alícuotas en estado sólido. Otra alternativa para 
evitar estas dos limitaciones podría ser la unión de los ciclos mediante Click Chemistry, 
derivatizando por un lado el núcleo de lisinas con un espaciador funcionalizado con un grupo 
azida y por otro, los ciclos con un grupo alquino. 
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3. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTI-VIH-1 DE LAS 
CONSTRUCCIONES SINTÉTICAS DERIVADAS DEL DOMINIO N-
TERMINAL DE LA PROTEÍNA E2 DEL GBV-C 
 
 
El ensayo de fusión celular mimetiza la entrada del VIH-1 a la célula, lo que permite seleccionar 
de manera rápida potenciales inhibidores de la fusión del VIH-1 sin necesidad de manipular el 
virus215-218. 
 
Estos estudios se realizaron en el Servicio de Cultivos Celulares del IQAC (CSIC) con los 
péptidos lineales, cíclicos y MAPs derivados de las secuencias peptídicas E2(7-26), E2(11-26) y 
E2(17-26), descritos en los apartados 2.2.1.2 y 2.2.2. Se examinó su capacidad para inhibir la 
formación de sincitios43 (células plurinucleadas que resultan de la fusión de varias células 
uninucleadas) siguiendo el procedimiento indicado en el apartado 8 de Materiales y métodos. 
 
Las líneas celulares empleadas fueron la HeLa-env (donadas por el Dr. Blanco de la Fundació 
IRSI Caixa), que expresan la proteína de la envoltura del VIH-1 e integran en su genoma el 
promotor LTR (Long Terminal Repeats), implicado en la replicación viral; y la línea celular TZM-
bl, que expresa el receptor de membrana de los linfocitos CD4 y los correceptores CCR5 y 
CXCR4 e integra en su genoma los genes de las enzimas luciferasa y β-galactosidasa, que se 
sobreexpresan al producirse la fusión celular entre ambas líneas celulares. 
 
3.1. ESTUDIO DE TOXICIDAD 
 
Previamente a la realización del ensayo de fusión celular, se evaluó la citotoxicidad de los 
péptidos en las células HeLa-env mediante el ensayo MTT219, 220, que permite determinar la 
viabilidad celular. Se trata de un ensayo colorimétrico basado en la reducción metabólica del 
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT) por la enzima mitocondrial 
succinato deshidrogenasa, dando lugar a un compuesto coloreado derivado del formazán221, 222, 
1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-3,5-difenilformazán (figura 3.1), que permite determinar la 
funcionalidad mitocondrial de las células tratadas, siendo la cantidad de células vivas 
proporcional a la cantidad de formazán producido. Como consecuencia de la reacción, se 
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produce un cambio de coloración del amarillo al azul, que puede medirse empleando un 







Figura 3.1. Reducción metabólica del MTT al derivado de formazán mediante la enzima 
mitocondrial succinato deshidrogenasa. 
 
El ensayo de citotoxicidad se realizó a una concentración de péptidos de 300 µM y se 
compararon los valores de absorbancia a 590 nm (A590) obtenidos con los valores de la 
absorbancia control, es decir, de las células sin péptido, no observándose toxicidad en ninguno 
de los péptidos monoméricos estudiados. Sin embargo, las moléculas ramificadas (MAPLP1, 
MAPLP2, MAPLP3 y MAPCP3) precipitaron a esta concentración. Así, se repitió el ensayo a 
concentraciones inferiores, resultando 40 µg/ml la máxima concentración no-citotóxica 
determinada. Todas las medidas se realizaron por triplicado. En la figura 3.2 se muestran los 
resultados obtenidos a la concentración de 40 µg/ml, representando la media de la A590 de los 










Figura 3.2. Toxicidad representada en función de la A590 de los péptidos estudiados a 40 µg/ml 
en HeLa-env tras 24 horas de incubación. Control: células sin péptido. LP1E2: E2(7-26) lineal; 
LP2E2: E2(11-26) lineal; LP3E2: E2(17-26) lineal; CP1: E2(7-26) cíclico; CP2: E2(11-26) cíclico; 
CP3: E2(17-26) cíclico; MAPLP1: MAP4E2(7-26) lineal; MAPLP2: MAP4E2(11-26) lineal; MAPLP3: 
MAP4E2(17-26) lineal; MAPCP3: MAP4E2(17-26) cíclico. 
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3.2. ESTUDIO DE FUSIÓN CELULAR  
 
Se estudió el efecto de los diferentes péptidos lineales, cíclicos y ramificados en los ensayos de 
fusión celular. Para ello, se analizó su capacidad de inhibir la fusión celular mediada por la 
proteína de envoltura del VIH-1, es decir, su capacidad para bloquear la formación de sincitios 
entre las células HeLa-env y las células TZM-bl, a diferentes concentraciones de péptido, 
determinando, para ello, la actividad de la β-galactosidasa. Como control positivo del ensayo se 
utilizó el péptido C-34223, donado por el NIH (AIDS Research and Reference Reagent Program) y  el 
NIAID (Division of AIDS) capaz de inhibir la fusión celular; el control negativo fueron las células 
sin péptido (formación 100% de sincitios). 
Se realizó el ensayo por triplicado utilizando la máxima concentración no citotóxica previamente 
determinada (40 µg/ml). En la figura 3.3 se muestran, a modo de ejemplo, tres imágenes del 
ensayo en las que se observan las células con el control positivo (A) y por tanto la formación de 
gran cantidad de sincitios, señalados por una flecha; las células en presencia del péptido CP3 (B), 
donde se observa una reducción del número de sincitios formados debido a la actividad 
inhibitoria del péptido; y las células en presencia del inhibidor C-34, en donde no se observa la 
















Figura 3.3. Comparación de imágenes en el ensayo de fusión celular. 
 
 
En la figura 3.4, se muestran los resultados cuantitativos obtenidos de la actividad de la β-
galactosidasa tras realizar el ensayo. Como se observa en la figura, en todos los casos, la 
100% formación  
de sincitios 
En presencia del péptido 
CP3 del GBV-C 
En presencia del 
inhibidor C-34 
A B C
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inhibición de la fusión de celular es inferior al 50%. Comparando los péptidos derivados de las 
secuencias E2(7-26), E2(11-26) y E2(17-26), existe cierta tendencia de las construcciones de tipo 
cíclico hacia unos mayores valores de inhibición. Sin embargo, como se observa en la tabla 3.1, 
no se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los valores de inhibición 












Figura 3.4. Actividad inhibitoria de los péptidos lineales cíclicos y MAPs derivados de la 
proteína E2 en el ensayo de fusión celular a una concentración de 40 µg/ml, indicando la 
desviación estándar de las medidas realizadas. LP1E2: E2(7-26) lineal; LP2E2: E2(11-26) lineal; 
LP3E2: E2(17-26) lineal; CP1: E2(7-26) cíclico; CP2: E2(11-26) cíclico; CP3: E2(17-26) cíclico; 
MAPLP1: MAP4E2(7-26) lineal; MAPLP2: MAP4E2(11-26) lineal; MAPLP3: MAP4E2(17-26) lineal; 
MAPCP3: MAP4E2(17-26) cíclico. 
 
 
Además, la inhibición de la fusión celular no fue dosis-dependiente, por lo que no pudo 
calcularse el valor de IC50, es decir, la cantidad necesaria de péptido para inhibir al 50% de ésta. 
Por ello, no pudieron compararse estos resultados con los anteriormente publicados por E. 
Herrera et al.43, donde se muestra que varias regiones de la proteína E2 del GBV-C (GBV-C 
E231-48, GBV-C E255-78, GBV-C E2100-118, GBV-C E2133-156, GBV-C E2289-306, GBV-C E2325-342 y 
GBV-C E2370-387) pueden estar implicadas en la inhibición de la entrada del VIH-1 en la célula. 
En dichos estudios, la capacidad de inhibición de infección del VIH-1 de las secuencias 
peptídicas seleccionadas es moderada (valores de IC50 del orden de micromolar) en comparación 
con la obtenida para otros inhibidores de la entrada del VIH-1 en la célula44, 224, 225, como son el 
T20 y el C-34 (del orden de nanomolar). 
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p = 0,5066 
Tabla 3.1. Valores p calculados con el test de Mann-Whitney a partir de los valores de actividad 
inhibitoria obtenidos al comparar los diferentes derivados de las secuencias peptídicas E2(7-26), 
E2(11-26) y E2(17-26). Se estableció un intervalo de confianza del 95%, por lo que los valores 




















Finalmente, teniendo en cuenta los resultados obtenidos, puede concluirse que las diferentes 
formas de presentación de la región E2(7-26) del GBV-C no dan lugar a una disminución 
sustancial de la concentración necesaria para inhibir la entrada del virus en la célula. Por lo tanto, 
deben estudiarse otro tipo de construcciones que contengan alguna o algunas de las regiones de 
la proteína E2 del GBV-C anteriormente mencionadas. No obstante, puede señalarse que la 
ciclación cabeza-cola podría incrementar la capacidad de las secuencias lineales de inhibir la 
entrada del VIH-1 a la célula y, de esta manera, ser considerada como una estrategia sintética útil 
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4. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD ANTIGÉNICA DE LAS 
CONSTRUCCIONES PEPTÍDICAS DERIVADAS DEL DOMINIO N-
TERMINAL DE LA PROTEÍNA E2 DEL GBV-C POR ELISA  
 
Se estudió la capacidad para detectar anticuerpos anti-GBV-C de todas las secuencias y 
construcciones sintéticas (péptidos lineales, cíclicos y ramificados), descritas en la sección 2, por 
el ensayo inmunoenzimático de ELISA, del inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay. Este tipo 
de ensayos son la base de la mayoría de las pruebas inmunodiagnósticas para la detección, por 
ejemplo del síndrome de la inmunodeficiencia adquirida48, la artritis reumatoide226, alergias227, 
entre otras enfermedades. 
El ensayo de ELISA se basa en la detección de anticuerpos tras la inmovilización de un antígeno 
(el péptido, en este caso) a un soporte sólido, bien por adsorción o bien mediante un enlace 
covalente. En esta tesis, se unió el péptido a la placa mediante adsorción y de forma covalente a 
través de los grupos amino. Para ello, se utilizaron placas preactivadas con el éster de N-
oxisuccinimida (Costar Corp. DNA-Bind), que reacciona con nucleófilos, como las aminas 
primarias, a pH ligeramente básico (figura 4.1). En el caso de los ciclos sintetizados, el ensayo 
también se realizó con las placas Nunc Immobilizer™ Amino (Nunc), que permiten la unión 







Figura 4.1. Esquema de la superficie de las placas preactivadas con el éster de N-oxisuccinimida. 
 
 
El ensayo inmunoenzimático de ELISA puede ser de tipo directo, indirecto, competitivo o de 
tipo sándwich. En el ELISA directo, el anticuerpo marcado se une directamente al antígeno 
específico a analizar unido previamente a la placa. En el ELISA indirecto el anticuerpo marcado 
se une al anticuerpo problema, que a su vez está unido al antígeno. El ELISA competitivo se 
basa en la competencia por la unión con el anticuerpo de captura, unido a la placa, entre el 
antígeno de la muestra y un antígeno marcado con una enzima. Cuanto mayor sea la absorbancia 
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medida con el espectrofotómetro, mayor será la concentración de antígeno en la muestra 
problema. Las concentraciones de antígeno en la muestra se calculan a partir de una muestra 
patrón construída con concentraciones conocidas de antígeno. Por último, en el caso del ensayo 
de ELISA tipo sándwich, también denominado de captura de antígenos, se inmoviliza 
primeramente un anticuerpo anti-antígeno, al que se unirá el antígeno presente en la muestra 
problema y que posteriormente será reconocido por el anticuerpo secundario marcado.  
 
El ensayo de ELISA utilizado en los estudios de antigenicidad de esta tesis es el de tipo indirecto 
(figura 4.2), que además es el más empleado en los sistemas de diagnóstico comerciales. Esta 
modalidad fue descrita por Engvall y Perlmann en 1972228. Se trata de una técnica no 
competitiva en la detección de anticuerpos y está basada en la unión del antígeno específico a la 
microplaca. Tras la incubación de la muestra problema diluida, se lava la microplaca y se 
adiciona una anti-inmunoglobulina marcada específicamente, dirigida contra la especie a la que 
pertenece la muestra. Tras lavar de nuevo, el último paso consiste en añadir un sustrato 
enzimático que genera un cambio de color en aquellos sitios donde se ha unido el anticuerpo 
secundario, que se mide con ayuda de un espectrofotómetro. En el ensayo, se incluyen controles 
negativos, es decir, muestras en las que se tenga la certeza de la ausencia del anticuerpo anti-








Figura 4.2. Esquema del ensayo de ELISA indirecto. 
 
Las muestras estudiadas fueron sueros procedentes de bancos de sangre (control negativo), 
sueros de pacientes con hepatitis C crónica (VHC), sueros de pacientes sometidos a hemodiálisis 
(HD) y sueros de pacientes infectados por el VIH-1. Estos pacientes se encuentran dentro de 
los grupos considerados de riesgo ya que tienen una probabilidad elevada de sufrir coinfección 
con otros virus. El GBV-C comparte las vías de transmisión (parenteral, sexual y vertical) con 
otros virus, como son el VHB, el VHC y el VIH-1. Así, se ha descrito que los pacientes 
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enfermos de SIDA o que sufren algún tipo de hepatitis tienen más posibilidades de estar 
infectados por el GBV-C.  
 
Como se ha explicado anteriormente en la introducción de esta tesis, la presencia de anticuerpos 
anti-E2 se considera un indicador de la infección pasada. Sin embargo, en la actualidad no existe 
en el mercado ningún sistema que permita diagnosticar la presencia de anticuerpos contra el 
GBV-C una vez pasada la infección. Esto hace necesario el desarrollo de un nuevo sistema para 
el diagnóstico de dicho virus, así como la evaluación de la relevancia de los anticuerpos dirigidos 
contra las diferentes proteínas del GBV-C. 
En esta tesis, se ha investigado la habilidad de las diferentes moléculas peptídicas sintetizadas 
para reconocer anticuerpos anti-GBV-C en sueros de pacientes con hepatitis C crónica y 
hemodializados, así como en pacientes infectados por el VIH-1, con el fin de entender mejor el 
efecto de la exposición al GBV-C en la progresión de la enfermedad causada por el VIH-1, así 
como el posible papel en el pronóstico de otras infecciones virales. 
 
 
4.1. CRITERIO DE POSITIVIDAD DE LAS MUESTRAS 
 
Con el fin de establecer un criterio para considerar la reactividad de los sueros, se estudió el 
comportamiento de los sueros de donantes voluntarios sanos con todas las moléculas peptídicas 
sintetizadas. Estos sueros proceden de la población general y se consideraron controles 
negativos debido a la baja probabilidad de presentar anticuerpos anti-GBV-C.  
El valor de corte (cut-off, CO) se calculó para cada péptido a partir del promedio de las 
absorbancias obtenidas más dos veces la desviación estándar (Materiales y métodos, apdo. 7.5). 
Las muestras que presentaron valores de absorbancia (A492) superiores a este cut-off se 
consideraron positivas. Debido a que cada péptido presenta un valor de corte diferente, para 
poder comparar los resultados de manera sencilla, se dividió el valor de A492 de cada muestra 
entre el valor de cut-off correspondiente. Así, se consideraron como muestras positivas aquellas 
en que la relación A492/CO era igual o mayor que uno. 
 
En los ensayos realizados con sueros previamente caracterizados en cuanto a la presencia o 
ausencia de anticuerpos anti-E2 del GBV-C, se calculó el cut-off a partir de la representación de 
las curvas ROC a un determinado porcentaje de especificidad. También se determinó el área 
bajo dichas curvas.  
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Como ya se ha mencionado (apdo. 1.3.3), la curva ROC es una representación global de la 
exactitud diagnóstica155; mientras que el AUC es un indicador de rendimiento diagnóstico y 
cuanto mayor es su valor, mayor es la utilidad diagnóstica157. Así, comparando el área bajo la 
curva ROC de diferentes pruebas diagnósticas puede seleccionarse la prueba más exacta y 
precisa. 
Para construir las curvas ROC, se emplearon como controles negativos los sueros procedentes 
de donantes voluntarios sanos, ya que como se ha dicho anteriormente, se trata de un grupo 
poblacional con un menor riesgo de haber estado en contacto con el virus y, por tanto, de haber 
pasado la infección. Por otro lado, los sueros analizados procedentes de pacientes infectados 
por el VIH-1, pacientes infectados por el VHC y pacientes hemodializados pertenecen a un 
grupo de la población con un riesgo elevado de haber estado en contacto con el GBV-C, y 
como consecuencia, de haber pasado la infección y desarrollado anticuerpos contra dicho virus. 
Por este motivo, pueden considerarse estas muestras como potencialmente positivas. 
 
 
4.2. COMPARACIÓN DE LA CAPACIDAD DIAGNÓSTICA DE LOS PÉPTIDOS 
MAP4[E2(7-26),NS4a(27-43)] Y MAP4[E2(99-118),NS5a(112-126)] EN PACIENTES 
HEMODIALIZADOS E INFECTADOS POR EL VIRUS DE LA HEPATITIS C 
 
Se estudió y comparó la capacidad antigénica del MAPE2/NS4, cuya síntesis se describe en el 
apartado 2.2.1.1, y el MAPE2/NS5, que había sido previamente sintetizado y estudiado en el grupo 
por Teresa Pérez durante su tesis doctoral160, 229, 230. Esta construcción peptídica contiene dos 
copias lineales de la región (99-118), perteneciente a la proteína de envoltura E2 del GBV-C; y 
dos copias lineales de la región (112-126) de la proteína no estructural NS5a del GBV-C.  
 
En el estudio de la antigenicidad de ambas moléculas ramificadas se emplearon tres paneles de 
sueros: un panel de 95 sueros de pacientes hemodializados (HD), otro de  65 sueros de 
pacientes con VHC y otro de 50 sueros donantes voluntarios sanos (BS), como control 
negativo. Estos sueros procedían del Hospital Clínic de Barcelona. En treinta y cinco de las 
muestras de sueros de pacientes HD y en 36 de las muestras de sueros del panel de hepatitis C 
crónica se conocía la presencia de anticuerpos contra la proteína E2 anti-GBV-C (test de Roche 
Diagnostics + GmbH). 
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A partir de los valores de absorbancia obtenidos en los ensayos de ELISA, se representaron las 
curvas de ROC de ambos péptidos para los distintos paneles de sueros (figura 4.3) y, en cada 
caso, se calculó el AUC (tabla 4.1). 
En el caso del MAPE2/NS4, el AUC tuvo un valor de 0,626 para el panel de sueros de pacientes 
HD, y por encima de 0,7 en el caso del panel de sueros de pacientes infectados por el VHC. Sin 
embargo, en el caso del MAPE2/NS5, el valor del AUC es mayor en ambos casos, por lo que 
puede decirse que el péptido ramificado que contiene un dominio peptídico de la proteína 
estructural NS5a tiene una mayor capacidad diagnóstica que el MAPE2/NS4. Además, en el caso 
del panel de sueros de pacientes infectados por el VHC, el valor del AUC es mayor que 0,9; 
indicando que se trata de una prueba diagnóstica muy exacta. 
Comparando las áreas bajo la curva de cada péptido ramificado para los dos paneles de sueros, 
puede afirmarse que existen diferencias estadísticamente significativas entre la reactividad de 
ambas construcciones peptídicas (tabla 4.1). En la figura 4.3, se observa cómo las curvas 


















Figura 4.3. Curvas ROC obtenidas para el MAPE2/NS5 (azul) y el MAPE2/NS4 (verde) con los 
sueros de pacientes de hepatitis C crónica (línea sólida) y sueros de pacientes hemodializados 
(línea punteada). 
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Tabla 4.1. Área bajo la curva ROC y error estándar calculados para el MAPE2/NS4 y el MAPE2/NS5 
con los sueros de pacientes de hepatitis C crónica (VHC) y con sueros de pacientes 
hemodializados (HD). Comparación de las áreas bajo la curva y nivel de significación de las 






95%  I.C. 
VHC HD VHC HD VHC HD 
MAPE2/NS4 0,764 0,626 0,053 0,052 0,660-0,868 0,524-0,728 









VHC MAPE2/NS4 vs MAPE2/NS5 0,183 0,048 0,0000 




Se calcularon los valores de corte o cut-off en cada caso a partir de las curvas ROC para un 98% 
de especificidad y se comparó la reactividad de los dos péptidos ramificados. En la figura 4.4, se 
representan los valores de A492/CO  de los tres paneles de sueros estudiados y se consideraron 
positivos aquellos valores de A492/CO mayores que uno. Mediante el test no paramétrico de 
Mann-Whitney, se calculó también si existían o no diferencias estadísticamente significativas 
entre los resultados obtenidos con cada péptido ramificado (tabla 4.2). 
 
Como puede observarse en la figura 4.4, la reactividad del MAPE2/NS5, tanto en el caso de los 
pacientes HD como en el caso de los de VHC, es significativamente mayor que la encontrada 
con el MAPE2/NS4. Así, se obtuvieron porcentajes de positividad del 55% (HD) y 58% (VHC) 
con el MAPE2/NS5, frente al 7% (HD) y 9% (VHC) para el MAPE2/NS4.  
Por tanto, puede decirse que el MAPE2/NS5 tiene una capacidad significativamente superior para 
detectar anticuerpos anti-péptidos del GBV-C presentes en el suero de estos pacientes (p< 
0,0001 en ambos paneles de suero, tabla 4.2). Estos resultados indican que la presencia de 
péptidos pertenecientes a la proteína no estructural NS5a pueden ser necesarios para asegurar 
un buen balance sensibilidad/especificidad de la prueba diagnóstica. 
 
 













Figura 4.4. Reactividad en ELISA del MAPE2/NS5 (a) y el MAPE2/NS4 (b) con el panel de sueros de 
pacientes hemodializados (HD), hepatitis C crónica (VHC) y bancos de sangre (BS). Los sueros 




Tabla 4.2. Valores p calculados con el test de Mann-Whitney a partir de las reactividades 
obtenidas para los dos paneles de sueros estudiados al comparar el MAPE2/NS4 y el MAPE2/NS5. Se 
estableció un intervalo de confianza del 95%. Valores de p < 0,05 indican diferencias 
significativas entre los grupos comparados. 
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4.3. CAPACIDAD DIAGNÓSTICA DE LA SECUENCIA PEPTÍDICA E2(7-26) 
 
Con el fin de tratar de conocer la exposición al GBV-C en la progresión de la enfermedad 
causada por el VIH-1, así como su posible papel en el pronóstico de otras enfermedades virales, 
se ha investigado la presencia de anticuerpos anti-péptidos del GBV-C en pacientes infectados 
por VIH-1. 
  
Para ello, tras realizar los experimentos de ELISA, siguiendo el procedimiento experimental 
descrito en el apartado 7.3 de Materiales y métodos, se llevó a cabo el estudio de antigenicidad 
del péptido LP1E2 con 95 sueros de pacientes infectados por el VIH-1 procedentes de la Escuela 
de Medicina de Hannover (Alemania), de los que se conocía la presencia o ausencia de 
anticuerpos anti-E2 del GBV-C (VIH E2+ y VIH E2-, respectivamente), determinada mediante 
el test de Abbott. Como control negativo se emplearon 97 sueros procedentes del banco de 
sangre del Hospital Clínic de Barcelona.  
 
Así, con los valores de A492 obtenidos, se representó la curva ROC (figura 4.5) y se calculó el 
área bajo la curva (tabla 4.3). Como se observa, el AUC tiene un valor de 0,708; lo que indica 
que se trata de una prueba diagnóstica exacta, y puede decirse que el péptido LP1E2 tiene una 
buena capacidad diagnóstica. A partir de la curva ROC (figura 4.5), se calculó el valor de corte 
para LP1E2 correspondiente a una especificidad del 94,8%, obteniéndose un cut-off de 0,357. Este 
valor permitirá evaluar la infección por el GBV-C en un nuevo panel de sueros de pacientes 











Figura 4.5. Curva ROC obtenida para el LP1E2 con los sueros de pacientes infectados por el 
VIH-1 y con presencia de anticuerpos anti-E2 del GBV-C, determinado por el test de Abbott. 






























Tabla 4.3. Área bajo la curva ROC y error estándar calculados para el LP1E2 con los sueros de 
pacientes infectados por el VIH-1 y con presencia de anticuerpos anti-E2 del GBV-C. I.C., 





De esta manera, se llevó a cabo el ensayo de ELISA con un panel de 45 sueros de pacientes 
infectados por el VIH-1 procedentes del Hospital de Bellvitge, de los que no se conocía si 
estaban coinfectados por el GBV-C. Considerando el valor de cut-off calculado, se identificaron 7 
sueros como positivos, con un valor de A492 mayor o igual que el valor del cut-off  (0,357). En la 
figura 4.6 se representa la reactividad obtenida con el panel de sueros de pacientes infectados 
por el VIH-1 y con el panel de sueros de pacientes voluntarios sanos. Como se observa, existen 
diferencias estadísticamente significativas entre ambos paneles de sueros, determinadas por el 
test no paramétrico de Mann-Whitney. Por tanto, el péptido LP1E2 fue capaz de reconocer 
como positivos 7 de los 45 sueros estudiados, lo que corresponde con un 16% de los sueros. 
 
Con la finalidad de tratar de mejorar la capacidad diagnóstica del péptido LP1E2, se llevó a cabo 
el diseño y la síntesis de las distintas formas de presentación peptídica de este dominio 
antigénico, descritas en el apartado 2.2. Posteriormente, se estudió la habilidad de las diferentes 
construcciones peptídicas derivadas del extremo N-terminal de la proteína de envoltura E2 del 











Figura 4.6. Reactividad del péptido LP1E2 con el panel de sueros de pacientes infectados por el 
VIH-1 y con el panel de sueros de donantes voluntarios sanos (BS). Sueros positivos para 
valores de A492/CO ≥ 1. Se estableció un intervalo de confianza del 95%. Valor p calculado a 
partir de las reactividades obtenidas, p< 0,05 indican diferencias significativas entre los grupos 
comparados.  
Péptido AUC Error estándar 95% I.C. 
LP1E2 0,708 0,377 0,634-0,782 
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Dado el escaso volumen del que se disponía de las muestras de sueros de pacientes infectados 
por el VIH-1 que estaban caracterizados en cuanto a la presencia o ausencia de anticuerpos anti-
E2 del GBV-C, no fue posible llevar a cabo el estudio de antigenicidad de las diferentes 
moléculas peptídicas mediante el tratamiento estadístico de las curvas ROC. Por este motivo, se 
llevó a cabo un estudio comparativo de todas las construcciones sintéticas relativas a la 
secuencia E2(7-26) frente al péptido de referencia, LP1E2. Como se detalla en el siguiente 
apartado, este ensayo se realizó con los 7 sueros procedentes del panel de pacientes infectados 
por el VIH-1 que habían resultado positivos para el péptido LP1E2.  
 
 
4.4. COMPARACIÓN DE LA CAPACIDAD DIAGNÓSTICA DE LAS DIFERENTES 
CONSTRUCCIONES PEPTÍDICAS QUE CONTIENEN LA SECUENCIA E2(7-26) EN 
PACIENTES INFECTADOS POR EL VIH-1 
 
Se comparó la capacidad diagnóstica de las construcciones peptídicas sintetizadas en el apartado 
2.2, derivadas de la secuencia E2(7-26). Para ello, se estudió su reactividad con los 7 sueros 
procedentes del panel de pacientes infectados por el VIH-1 que habían resultado positivos para 
el péptido LP1E2. Se analizaron los péptidos lineales E2(7-26), E2(11-26) y E2(17-26) (LP1E2, 
LP2E2 y LP3E2, respectivamente) y sus correspondientes péptidos cíclicos (CP1, CP2 y CP3), y 
los análogos ramificados (MAPLP1 , MAPLP2 y MAPLP3), así como el MAP heterogéneo 
MAPE2/NS4. Como referencia, se tomó el péptido LP1E2 ya que, como se describió en el apartado 
1.3.3, se trata de una región potencialmente antigénica de la proteína E2 del GBV-C y con 
buena capacidad diagnóstica, según se ha descrito en el apartado 4.3.  
 
Los experimentos de ELISA se realizaron siguiendo el procedimiento experimental descrito en 
el apartado 7.3 de Materiales y métodos. Para ello, se utilizaron las Microplacas DNA-Bind™ 
(Costar). Como control negativo, se utilizó el panel de 45 sueros de donantes voluntarios sanos 
y, a partir de ellos, se calculó el valor de corte para cada una de las moléculas peptídicas como la 
media de las densidades ópticas obtenidas más dos veces la desviación estándar. Finalmente, 
para poder comparar las reactividades de los péptidos, se trabajó con la relación A492/CO, y se 
consideraron muestras positivas cuando esta relación era mayor o igual que la unidad.  
 
Los resultados de reactividad obtenidos para cada molécula peptídica se muestran en la tabla 4.4. 
Se observa que únicamente el péptido cíclico derivado de la secuencia más corta de la proteína 
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E2 del GBV-C, el CP3, dio positivo con todos los sueros ensayados. Además, 7 de los 10 
péptidos dieron positivo para más de la mitad de estos sueros.   
 
 
Tabla 4.4. Reactividad de diferentes moléculas peptídicas sintetizadas derivadas de la proteína 
E2 contra 7 sueros de pacientes infectados por VIH-1. LP1E2: E2(7-26) lineal; LP2E2: E2(11-26) 
lineal; LP3E2: E2(17-26) lineal; CP1: E2(7-26) cíclico; CP2: E2(11-26) cíclico; CP3: E2(17-26) 
cíclico; MAPLP1: MAP4E2(7-26) lineal; MAPLP2: MAP4E2(11-26) lineal; MAPLP3: MAP4E2(17-26) 
lineal; MAPE2/NS4: MAP4[E2(7-26),NS4a(27-43)]. 
 
Suero LP1E2 LP2E2 LP3E2 CP1 CP2 CP3 MAPLP1 MAPLP2 MAPLP3 MAPE2/NS4
S1 + - - +++ - + ++ + - - 
S12 ++ +++ ++ + - + - + - +++ 
S16 + + - - - + - - - - 
S30 + ++ + + + + ++ +++ + - 
S39 + + + + - + + + + - 
S40 + ++ - + + + + + + - 
S41 + - + - + + + + - - 
Total 7/7 5/7 4/7 5/7 3/7 7/7 5/7 6/7 3/7 1/7 
- 1 > A492 /CO ; + 2,5 > A492 /CO ≥ 1; ++4 > A492 /CO ≥ 2,5; +++ 4 ≥ A492 /CO 
 
 
Considerando estos resultados, se decidió profundizar en la comparación de las reactividades de 
las moléculas sintetizadas. Para ello, se llevaron a cabo los experimentos de ELISA con 45 de los 
sueros del panel de pacientes infectados por el VIH-1, y se determinaron las reactividades en 
cada caso, teniendo en cuenta los valores de cut-off anteriormente calculados. Para cada secuencia 
peptídica, se compararon los diferentes análogos y se estudió, mediante el test no paramétrico 
de Mann-Whitney, si había o no diferencias estadísticamente significativas entre ellos. Los 
resultados se muestran en la figura 4.7. 
Como se observa en dicha figura, el péptido lineal LP1E2 es significativamente más reactivo con 
los sueros de los pacientes infectados por el VIH-1, que su correspondiente análogo cíclico o 
que el péptido ramificado. Comparando la actividad serológica del péptido LP1E2 con el 
MAPE2/NS4, se observa que también existen diferencias estadísticamente significativas, siendo 
superior la reactividad del péptido lineal frente a la de la molécula ramificada, en la que 
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únicamente 9 de los 45 sueros estudiados podían considerarse positivos en cuanto a la presencia 






















Figura 4.7. Reactividad de los péptidos lineales, cíclicos y ramificados análogos de los péptidos 
LP1E2 (A, B), LP2E2 (C) y LP3E2 (D) con el panel de sueros de pacientes infectados por el VIH-
1. Sueros positivos para valores de A492/CO ≥ 1. Se estableció un intervalo de confianza del 
95%. Valores p calculados a partir de las reactividades obtenidas, p < 0,05 indica diferencias 
significativas entre los grupos comparados. LP1E2: E2(7-26) lineal; LP2E2: E2(11-26) lineal; 
LP3E2: E2(17-26) lineal; CP1: Cyc-HT-CysE2(7-26); CP2: Cyc-HT-CysE2(11-26); CP3: Cyc-HT-
CysE2(17-26); MAPLP1: MAP4E2(7-26) lineal; MAPLP2: MAP4E2(11-26) lineal; MAPLP3: 
MAP4E2(17-26) lineal, MAPE2/NS4: MAP4[E2(7-26),NS4a(27-43)]. 
 
 
En cuanto a los péptidos más cortos LP2E2 y LP3E2, algunos de sus correspondientes derivados 
resultaron ser más reactivos frente a los sueros estudiados, observándose un aumento de la 
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correspondiente estructura ramificada. Este aumento de la reactividad confirma que el aumento 
del número de copias de los epítopos en la misma molécula mejora su sensibilidad, influyendo 
de manera positiva en la detección de anticuerpos, de acuerdo con lo que describen diversos 
autores30, 231-234. Sin embargo, no ocurre lo mismo cuando se compara el LP1E2 con sus 
correspondientes MAPs, posiblemente porque, debido al aumento del número de aminoácidos 
en los epítopos que lo forman, se producen mayores interacciones no covalentes entre las 
cadenas, favoreciendo el plegamiento de la molécula, lo que podría dificultar el reconocimiento 
de la molécula peptídica por las inmunoglobulinas. Así, estos resultados reflejan la dificultad de 
lograr una ordenación espacial adecuada de las secuencias peptídicas del MAP que permitan el 
reconocimiento óptimo de los epítopos por los anticuerpos del suero. 
 
Por otro lado, en el caso de los péptidos cíclicos, se repitió el ensayo de ELISA, siguiendo el 
procedimiento experimental descrito en el apartado 7.3 de Materiales y métodos, con los dos 
paneles de sueros utilizando las placas Nunc Immobilizer™ Amino, que permiten la unión 
covalente entre el grupo tiol libre de cada ciclo y la placa. El objetivo de estos ensayos era 
comparar los resultados con los obtenidos anteriormente con las Microplacas DNA-Bind™ 
(Costar), donde la inmovilización se produjo fundamentalmente mediante adsorción, ya que los 
péptidos cíclicos no contienen un grupo amino-terminal libre en su estructura. 
 
En la figura 4.8, se muestra la comparación de los valores A492/CO para cada ciclo y cada tipo 
de placa, y los p-valores obtenidos con el test no paramétrico de Mann-Whitney, estableciendo 
un intervalo de confianza del 95%, por lo que los valores de p<0,05 indican diferencias 
significativas entre los grupos comparados. 
Como se observa, se obtienen mejores resultados cuando el ensayo inmunoenzimático con los 
péptidos cíclicos se realiza mediante adsorción. Las diferencias entre las placas no son 
diferencias estadísticamente significativas, excepto en el péptido CP3, en el que se obtienen 
mejores resultados cuando éste se une mediante adsorción. Se observa también que los 
resultados obtenidos siguen la misma tendencia, es decir, el péptido CP3 sigue siendo el más 





















Figura 4.8. Comparación de la reactividad de los péptidos cíclicos en función del tipo de 
inmovilización. Valores p calculados con el test de Mann-Whitney, estableciendo un intervalo de 
confianza del 95%, p< 0,05 indica diferencias significativas entre los grupos comparados. 
 
 
Cabe destacar que, de todas las formas de presentación del dominio E2(7-26), el péptido cíclico 
CP3 fue la molécula más reactiva. Esto coincidiría con lo apuntado por otros autores200, que los 
péptidos cíclicos podrían mimetizar de una mejor manera la conformación que adoptan en la 
proteína nativa.  
 
Considerando estos resultados, se comparó el péptido cíclico CP3 con su correspondiente MAP 
de tipo cíclico, MAPCP3. Para ello, se realizó el ensayo de ELISA con el panel de sueros de 
pacientes infectados por el VIH-1, así como el panel de sueros de donantes voluntarios sanos. 
Se calculó el valor de corte de igual manera que en los péptidos anteriores y se representó la 
relación A492/CO. La comparación de las dos construcciones se muestra en la figura 4.9. Como 
se observa, no existen diferencias estadísticamente significativas entre los péptidos, siendo el 
valor p, calculado con el test no paramétrico de Mann-Whitney, mayor que 0,05 (p = 0,5504). 
 
  





































Figura 4.9. A) Reactividad de los péptidos CP3 y MAPCP3 con el panel de 45 sueros de pacientes 
infectados por VIH-1. Valor p calculado con el test de Mann-Whitney, estableciendo un 
intervalo de confianza del 95%, p< 0,05 indica diferencias significativas entre los grupos 
comparados. Sueros positivos para valores de A492/CO ≥ 1. CP3: Cyc-HT-CysE2(17-26); 
MAPCP3: MAPE2(17-26)cíclico. B) Distribución de los valores A492/CO. Las cajas representan la 
mediana y el rango intercuartílico (distancia entre los percentiles 25 y 75). Los puntos aislados 
representan los valores atípicos y extremos. CP3: media 1,148, desviación estándar 0,562; 
MAPCP3: media 1,125, desviación estándar 0,624. 
 
 
No obstante, como se ha dicho anteriormente, estos resultados no mejoran los encontrados con 
el péptido LP1E2. Dada la complejidad en el proceso de síntesis y la dificultad de purificación de 
este tipo de estructuras cíclicas ramificadas, la utilización de estas moléculas como reactivos de 
inmunodiagnóstico no parece aportar ninguna ventaja respecto a la monomérica lineal en 
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Recapitulando, en este apartado se ha estudiado la habilidad de las construcciones peptídicas 
sintetizadas para reconocer anticuerpos anti-GBV-C en diferentes paneles de sueros, con el fin 
de encontrar un sistema de diagnosis de la infección causada por el GBV-C. 
 
En primer lugar, se estudió la antigenicidad del MAPE2/NS4 con sueros de pacientes 
hemodializados y de pacientes infectados por el VHC, debido al alto riesgo de infección por el 
GBV-C en estos pacientes. Como control negativo se emplearon sueros de personas voluntarias 
sanas. Los resultados se compararon con los obtenidos para el MAPE2/NS5, previamente 
sintetizado en el grupo y que estaba formado por dos epítopos de la proteína estructural E2, 
región E2(99-118), y dos epítopos de la proteína no estructural NS5a, región NS5a(112-126), del 
GBV-C. De esta comparación, se concluyó que el MAPE2/NS5 tenía una mayor capacidad 
diagnóstica en estos paneles de sueros.  
 
Posteriormente, se evaluó la capacidad diagnóstica del péptido E2(7-26) (LP1E2) con el panel de 
sueros de pacientes infectados por VIH-1, en los que se conocía la presencia de anticuerpos 
anti-E2 (VIH E2+), y el panel de sueros control de donantes voluntarios sanos. Para ello, se 
calculó la curva ROC y el AUC, adquiriendo ésta un valor de 0,708, lo que indica que el péptido 
LP1E2 tiene una moderada capacidad discriminatoria entre sueros de pacientes infectados por el 
VIH-1 con anticuerpos anti-E2 del GBV-C y sueros de personas sanas. Se calculó así el cut-off 
para un 94,8% de especificidad. 
De esta manera, y debido a la escasa disponibilidad de sueros de VIH-1 caracterizados en 
cuanto a la presencia o ausencia de anticuerpos anti-GBV-C, el epítopo LP1E2 se utilizó como 
péptido de referencia en el estudio comparativo de todas las construcciones sintéticas derivadas 
de la secuencia E2(7-26). Esta comparación se realizó con una selección de 7 de los 45 sueros 
del panel de pacientes infectados por el VIH-1, de los que no se conocía si estaban coinfectados 
por el GBV-C, y que habían resultado positivos para el péptido LP1E2. Finalmente, 7 de los 10 
péptidos dieron positivo para más de la mitad de los sueros.  
 
Se estudió la reactividad serológica de las moléculas peptídicas sintetizadas con el panel de 45 
sueros de pacientes infectados por el VIH-1, de los que no se conocía la presencia o ausencia de 
anticuerpos anti-E2 del GBV-C, y se comparó con el péptido de referencia LP1E2. Sin embargo, 
ninguna de las construcciones sintéticas logró mejorar los resultados encontrados con dicho 
péptido.  
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Por último, puede concluirse que ni los péptidos de menor tamaño derivados de la secuencia 
peptídica E2(7-26), ni sus correspondientes ciclos o los péptidos ramificados alcanzan las 
propiedades diagnósticas del péptido LP1E2 de la proteína E2 del GBV-C. No obstante, estos 
resultados refuerzan la potencial utilidad de la versión lineal de la región E2(7-26), el péptido 
LP1E2, para el desarrollo de nuevos sistemas de diagnóstico basados en péptidos para la 
detección de anticuerpos anti-GBV-C de pacientes coinfectados enfermos de SIDA.  
 
Así, con la finalidad de desarrollar un ensayo inmunodiagnóstico para la infección causada por el 
GBV-C, se consideró de interés la utilización de la técnica de los microarrays peptídicos. En este 
sentido, partiendo del estudio antigénico de la proteína E2 del GBV-C, realizado con esta 
metodología en la sección 1, se procedió a la evaluación de la capacidad diagnóstica de las 
moléculas peptídicas lineales seleccionadas como ya se ha indicado con anterioridad. Este 
formato miniaturizado permite la evaluación simultánea de varios epítopos antigénicos de la 
proteína E2 del GBV-C. 
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5. VALOR DIAGNÓSTICO DE ANTICUERPOS ANTI-PÉPTIDOS DEL 
GBV-C EN PACIENTES INFECTADOS POR EL VIH-1 
 
 
Se realizó el experimento de microarrays con las 11 moléculas potencialmente antigénicas 
seleccionadas en el apartado 1.3.3 y un panel de 60 sueros de pacientes infectados por el VIH-1 
procedente del Hospital de Bellvitge, del cual no se disponía de información acerca de la 
infección por el GBV-C. Se siguió el mismo procedimiento experimental que en los ensayos 
anteriores, tal y como se indica en el apartado 6.4 de Materiales y métodos; se representaron los 
valores de fluorescencia obtenidos y se comparó la reactividad de los péptidos teniendo en 
cuenta los puntos de corte hallados a partir de las curvas ROC (tabla 1.10)  para una 
especificidad del  94,74%.  
 
En la figura 5.1 se muestra la distribución de los valores de fluorescencia de los 11 péptidos, 
tanto para el panel de donantes voluntarios como para el grupo de sueros VIH E2+, estudiados 
en el apartado 1.3, y el panel de sueros de infectados por VIH-1 de los que se desconocía la 
presencia de anticuerpos anti-E2 del GBV-C. Se consideraron valores de fluorescencia positivos 
aquéllos mayores o iguales al punto de corte en cada caso.  
 
Con el objetivo de clasificar los 60 sueros estudiados como sueros positivos (coinfección VIH-
1/GBV-C) o negativos (no coinfección VIH-1/GBV-C), se utilizaron los 11 péptidos para 
definir un patrón en cada suero. 
Así, para cada suero estudiado, se definió al péptido (P) como PCO cuando el valor de la 
fluorescencia del suero era mayor o igual que el cut-off  (CO) de dicho péptido. La unión de los 
PCO configura el patrón de un suero. Este patrón identifica todos los péptidos en los que el 
suero tuvo valores de fluorescencia por encima de los correspondientes cut-offs.  
En la tabla 5.1, se muestra un ejemplo para un suero problema. Para ese suero, su valor de 
fluorescencia podría estar por encima del cut-off de todos los péptidos (todos PCO), ser mayor que 
el cut-off de 9 de los péptidos (9 PCO), o mayor que el cut-off de 7 péptidos (7 PCO), etc.  
Por tanto, el patrón de un suero informa de aquellos epítopos en los que la fluorescencia del 
suero fue superior o igual al punto de corte correspondiente a cada péptido.  
  


































































































































































































Figura 5.1. Distribución de la fluorescencia de los péptidos potencialmente antigénicos para el 
panel de sueros de donantes voluntarios (bancos de sangre), el grupo de sueros VIH E2+ y el 
panel de sueros de pacientes infectados por VIH-1 sin información sobre la presencia o no de 
anticuerpos anti-E2 del GBV-C (VIH+). La línea horizontal representa el cut-off en cada péptido 
y la altura de las cajas el rango intercuartílico. 
 
  
Tabla 5.1 Ejemplo de patrones para un suero problema. PCO, péptido en el que el valor de 
fluorescencia del suero fue mayor o igual al cut-off.  
 
El número de PCO en cada suero varió entre 1 y 11 péptidos, por lo que se establecieron dos 
condiciones. En primer lugar, se consideró que aquellos sueros con 6 o más PCO tenían una alta 
probabilidad de proceder de pacientes coinfectados por VIH/GBV-C; y en segundo lugar, se 
estableció que al menos debía haber un PCO de cada una de las tres zonas inicialmente 
identificadas (zona I, zona II y zona III). El listado de patrones para estos sueros se resume en 
la tabla 5.2.  
La tabla 5.3 muestra la distribución de PCO diferenciando aquellos sueros con algún PCO en cada 
zona (29 sueros) de aquellos en los que no se cumplía esta condición (31 sueros).  
Patrón  Zona I Zona II Zona III
Todos PCO P3CO P4CO P12CO P13CO P15CO P16CO P17CO P18CO P19CO P24CO P54CO
9 PCO P3CO P4 P12 P13CO P15CO P16CO P17CO P18CO P19CO P24CO P54CO
7 PCO P3 P4CO P12CO P13 P15CO P16CO P17 P18CO P19 P24CO P54CO
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Tabla 5.2. Listado de los patrones de los sueros identificados como positivos por 6 o más 
péptidos, existiendo al menos un péptido de cada zona. 
 
                                                                                         





 Zona I Zona II Zona III 
1. 31  P4CO P12CO   P16CO  P18CO P19CO P24CO P54CO 
2. 33  P4CO P12CO  P15CO P16CO   P19CO P24CO P54CO 
3. 46  P4CO P12CO  P15CO P16CO  P18CO  P24CO P54CO 
4. 51 P3CO P4CO   P15CO P16CO  P18CO  P24CO P54CO 
5. 55  P4CO    P16CO P17CO P18CO P19CO P24CO P54CO 
 
 
                                                                                         





 Zona I Zona II Zona III 
1. 29  P4CO P12CO  P15CO P16CO  P18CO P19CO P24CO P54CO 
2. 36 P3CO P4CO P12CO  P15CO P16CO   P19CO P24CO P54CO 
3. 54  P4CO  P13CO P15CO P16CO  P18CO P19CO P24CO P54CO 
 
 
                                                                                         





 Zona I Zona II Zona III 
1. 14 P3CO  P12CO  P15CO P16CO P17CO P18CO P19CO P24CO P54CO 
2. 21  P4CO P12CO  P15CO P16CO P17CO P18CO P19CO P24CO P54CO 
3. 35  P4CO P12CO  P15CO P16CO P17CO P18CO P19CO P24CO P54CO 
4. 49 P3CO   P13CO P15CO P16CO P17CO P18CO P19CO P24CO P54CO 
 
 
                                                                                         





 Zona I Zona II Zona III 
1. 1 P3CO  P12CO P13CO P15CO P16CO P17CO P18CO P19CO P24CO P54CO 
2. 3 P3CO P4CO P12CO  P15CO P16CO P17CO P18CO P19CO P24CO P54CO 
3. 7 P3CO P4CO P12CO  P15CO P16CO P17CO P18CO P19CO P24CO P54CO 
4. 16  P4CO P12CO P13CO P15CO P16CO P17CO P18CO P19CO P24CO P54CO 
5. 26 P3CO P4CO P12CO  P15CO P16CO P17CO P18CO P19CO P24CO P54CO 
6. 27 P3CO P4CO P12CO  P15CO P16CO P17CO P18CO P19CO P24CO P54CO 
7. 28 P3CO P4CO P12CO  P15CO P16CO P17CO P18CO P19CO P24CO P54CO 
8. 34 P3CO P4CO P12CO  P15CO P16CO P17CO P18CO P19CO P24CO P54CO 
9. 38 P3CO P4CO P12CO P13CO P15CO P16CO P17CO P18CO  P24CO P54CO 
 
 
                                                                                         





 Zona I Zona II Zona III 
1. 5 P3CO P4CO P12CO P13CO P15CO P16CO P17CO P18CO P19CO P24CO P54CO 
2. 6 P3CO P4CO P12CO P13CO P15CO P16CO P17CO P18CO P19CO P24CO P54CO 
3. 30 P3CO P4CO P12CO P13CO P15CO P16CO P17CO P18CO P19CO P24CO P54CO 
4. 39 P3CO P4CO P12CO P13CO P15CO P16CO P17CO P18CO P19CO P24CO P54CO 
5. 41 P3CO P4CO P12CO P13CO P15CO P16CO P17CO P18CO P19CO P24CO P54CO 
6. 48 P3CO P4CO P12CO P13CO P15CO P16CO P17CO P18CO P19CO P24CO P54CO 
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Tabla 5.3. Número de sueros con valores de fluorescencia por encima del cut-off  (sueros 
positivos) de cada péptido (PCO).  
 
Nº de PCO 
Sueros positivos con 
péptidos de las 3 zonas 
Sueros positivos con
péptidos de alguna/s 
de las 3 zonas 
Total 
1 0 1 1 
2 0 4 4 
3 1 5 6 
4 0 2 2 
5 0 2 2 
6 0 4 4 
7 5 5 10 
8 3 2 5 
9 4 5 9 
10 9 1 10 
11 7 0 7 
Total 29 31 60 
 
 
Como se observa en la tabla 5.3 sombreado (en gris), 28 de los 60 sueros (47%) del panel de 
VIH-1 sin información sobre la coinfección por el GBV-C fueron reactivos frente a 6 o más 
péptidos, siendo al menos un péptido de cada una de las zonas. Estos resultados coinciden con 
los encontrados en la bibliografía, donde la prevalencia del GBV-C en personas infectadas por el 
VIH-1 se encuentra entre un 14 y un 43%23.  
 
Finalmente, teniendo en cuenta tanto los análisis estadísticos realizados como todos los estrictos 
criterios tomados en la selección de los 11 péptidos, puede decirse que la elección de estos 
epítopos de la proteína E2 del GBV-C es adecuada. Por tanto, estos péptidos potencialmente 
antigénicos pueden considerarse una puerta a la construcción de un nuevo sistema de 
diagnóstico basado en la técnica de microarrays, que permita determinar la presencia o no de 
anticuerpos anti-E2 del GBV-C en sueros de pacientes infectados por el VIH-1.  
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Como se comentó al finalizar la primera sección de esta tesis, los péptidos P3 y P4 de la zona I 
coinciden en un 90% y un 85%, respectivamente, en su secuencia primaria con el péptido LP1E2, 
por lo que se compararon los resultados obtenidos para estos péptidos por las dos técnicas 
estudiadas, ELISA y microarrays, utilizando los mismos paneles de sueros (pacientes infectados 
por el VIH-1 procedentes de la Escuela de Medicina de Hannover y del Hospital de Bellvitge).  
 
Respecto a la capacidad diagnóstica del dominio N-terminal, estudiado con el panel de sueros de 
pacientes infectados por el VIH-1, caracterizados en cuanto a la presencia o ausencia de 
anticuerpos anti-E2 del GBV-C, cabe destacar que el área bajo la curva ROC obtenida con la 
técnica de ELISA para el péptido LP1E2 fue menor (0,708) que el área obtenida por la técnica de 
microarrays (0,992 para el P3 y 0,942 para el P4). Las curvas ROC de cada péptido se 
representan en la figura 5.2. De esta manera, aunque las secuencias peptídicas ensayadas no son 
100% coincidentes, los resultados obtenidos parecen indicar que la capacidad discriminatoria es 
excelente cuando la prueba diagnóstica se realiza utilizando la metodología de los microarrays 










Figura 5.2. Comparación de las curvas ROC de los péptidos P3, P4 y LP1E2 
 
 
Asimismo, se llevó a cabo la comparación del valor diagnóstico de anticuerpos anti-péptido del 
GBV-C con el panel de 60 sueros de pacientes infectados por el VIH-1 procedentes del 
Hospital de Bellvitge, de los que no se conocía la coinfección con el GBV-C. Para ello, se 
realizó el ensayo de ELISA con el péptido LP1E2 utilizando este panel de 60 sueros, 45 de los 
cuales ya habían sido previamente estudiados, tal y como se detalla en el apartado 4.4. 
Considerando el valor del cut-off calculado a partir de la curva ROC, se indentificaron 12 sueros 
como positivos, lo que corresponde con un 20% de los sueros ensayados.  
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Se compararon las reactividades obtenidas por el péptido LP1E2, utilizando la técnica de ELISA, 
y los péptidos P3 y P4, utilizando la técnica de microarrays. Estos dos péptidos se analizaron de 
forma conjunta (P3+P4) para mimetizar en un 95% el dominio E2(7-26) (tabla 5.5). En la tabla 
5.6 se muestran los resultados de reactividad del panel de 60 sueros de pacientes infectados por 
VIH-1 frente a los péptidos LP1E2 y  P3+P4.  
 
Tabla 5.5. Secuencia primaria del dominio E2(7-26) del GBV-C y de los péptidos P3 y P4 de la 
proteína E2 del GBV-C. 
 
Péptidos Secuencia primaria






Tabla 5.6. Comparación de las reactividades obtenidas por el péptido LP1E2 y los péptidos P3 y 
P4, que mimetizan la secuencia E2(7-26) del GBV-C con el panel de sueros de pacientes 
infectados por el VIH-1, del que no se conocía la presencia o ausencia de anticuerpos anti-E2 
del GBV-C. 
 
Técnica Péptido Sueros positivos Reactividad (%) 
ELISA LP1E2 12 20 
Microarrays P3+P4 18 30 
 
 
Como se observa en la tabla 5.6, la reactividad en ambos casos es inferior a la obtenida 
utilizando 6 o más péptidos, correspondientes a las tres zonas antigénicas de la proteína E2 del 
GBV-C, donde la reactividad fue del 47%. Por tanto, se demuestra la necesidad de una 
combinación de epítopos potencialmente antigénicos de diferentes zonas de la proteína E2 del 
GBV-C para el desarrollo de un sistema de diagnóstico más exacto y preciso. 
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Resumiendo, puede decirse que la técnica de microarrays en el estudio de la antigenicidad de 
péptidos de la proteína E2 del GBV-C, ha permitido la miniaturización de la técnica del ensayo 
inmunoenzimático de ELISA, reduciendo considerablemente la cantidad de suero y péptido 
necesaria, así como el tiempo de ensayo. 
 
Se valoró la capacidad diagnóstica de los 11 epítopos seleccionados a partir del estudio de los 
124 péptidos de la proteína E2 del GBV-C. Para ello, se utilizaron los cut-offs, calculados en el 
apartado 1.3.2.3, para la creación de una serie de patrones y se analizaron con ellos los sueros de 
pacientes infectados por el VIH-1 de los que no se tenía información sobre la presencia o no de 
anticuerpos anti-E2 del GBV-C, consiguiendo su clasificación. Finalmente, estos 11 péptidos 
potencialmente antigénicos permitieron establecer una reactividad del 47% en cuanto a la 
detección de anticuerpos anti-péptidos del GBV-C en personas infectadas por el VIH-1, 
resultado que coincide con los datos publicados en la bibliografía (entre 14 y un 43%)23. 
 
De esta manera, puede decirse que el estudio de antigenicidad de la proteína E2 del GBV-C se 
ha realizado con éxito mediante la técnica de microarrays, con la que se han seleccionado 11 de 
los 124 péptidos estudiados, lo que corresponde con el 9% de los epítopos, como posibles 
candidatos para la elaboración futura de un sistema de diagnóstico de la infección causada por el 
GBV-C. 
 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos tanto realizando el estudio empleando el ensayo 
inmunoenzimático de ELISA, como mediante la técnica de microarrays, puede decirse que es 
necesaria una combinación de epítopos de diferentes zonas de la proteína E2 del GBV-C para 
desarrollar un sistema diagnóstico más exacto y preciso. Por tanto, la técnica de microarrays 
puede ser una alternativa al ensayo de ELISA, ya que la reactividad observada con la tecnología 
de microarrays y con el conjunto de péptidos seleccionados es mayor a la encontrada con 



















































 A.1. ESTUDIO DE FIABILIDAD DEL ENSAYO DE MICROARRAYS 
 
La calidad de una medida depende tanto de la fiabilidad235, es decir, hasta qué punto se obtienen 
los mismos valores al efectuar varias mediciones bajo condiciones similares; como de la validez 
o el grado en el que realmente se mide el fenómeno de interés.  
 
Cuando el objetivo es la fiabilidad de una medición, se repite el proceso de medida para evaluar 
la concordancia entre las distintas mediciones, pudiendo valorarse: 
- Repetibilidad, que indica hasta qué punto un instrumento proporciona resultados 
similares cuando se aplica a una misma persona en más de una ocasión, pero en idénticas 
condiciones. 
- Concordancia intraobservador, que tiene como objetivo evaluar el grado de consistencia 
al efectuar la medición de un observador consigo mismo 
- Concordancia interobservador, que se refiere a la consistencia entre dos observadores 
distintos cuando evalúan una misma medida en un mismo individuo. 
- Concordancia entre métodos de medición, cuando existen diferentes métodos de medida 
para un mismo fenómeno, es interesante estudiar hasta qué punto los resultados 
obtenidos con ambos instrumentos son equivalentes. 
 
Sin embargo, la concordancia entre mediciones puede alterarse por la variabilidad de los 
observadores, por la variabilidad del instrumento de medida y/o por el proceso de medición si 
se realiza en momentos diferentes. Las técnicas de análisis de la concordancia dependen de la 
naturaleza de la variable a estudiar. En nuestro caso, ya que el interés era evaluar la repetibilidad 
de las medidas y la variable fluorescencia era cuantitativa, se utilizó como medida de 
repetibilidad el Coeficiente de Correlación Intraclase (CCI)235, 236. Éste se calcula a partir de un 
Modelo de Análisis de la Varianza (ANOVA) de 1 Factor237. El objetivo es descomponer la 
variabilidad total de la fluorescencia en:  
- la variabilidad debida a las diferencias entre los distintos sueros, 
- la variabilidad dentro de un mismo suero, debida a las diferencias entre las medidas 
independientes realizadas a un mismo suero. Ésta variabilidad a su vez depende de la 
variabilidad real entre las medidas y la variabilidad residual o aleatoria asociada al error 
que conlleva cualquier medición. 
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El CCI se define como la proporción de la variabilidad total que se debe a la variabilidad dentro 
de los sueros y toma valores entre 0 y 1. La máxima repetibilidad corresponde a un valor de CCI 
igual a 1, es decir, cuando la variabilidad total observada es explicada por las diferencias entre los 
sueros y no por las diferencias dentro de las medidas de los sueros. La mínima repetibilidad 
corresponde a un valor CCI igual a cero, es decir, cuando la variabilidad total observada es la 
misma que se observaría debido al azar. Así, se consideran indicadores de una buena 
repetibilidad valores de CCI que están por encima de 0,70236.  
 
En esta tesis, se estudió la fiabilidad de los ensayos realizados analizando si los valores de la 
primera medición eran o no significativamente diferentes a los de la segunda medición para cada 
uno de los 38 péptidos principales de estudio y para los 2 péptidos utilizados como control 
negativo. Por otro lado, se estudió cómo era la variabilidad entre los triplicados de la primera y 
la segunda medición para un mismo suero, así como la variabilidad total teniendo en cuenta 
todas las mediciones. En este análisis, el CCI se interpretó como la correlación promedio entre 
las 6 mediciones de fluorescencia obtenidas para un suero. 
 
Se creó otra base de datos formada por los resultados obtenidos tras repetir el experimento con 
16 sueros del grupo VIH E2+ y 16 sueros del grupo VIH E2-, seleccionados al azar por 
muestreo aleatorio simple. A esta selección, se añadieron otros 4 sueros del primer grupo y otros 
2 del segundo, ya que sus mediciones (triplicados) en el ensayo anterior presentaban gran 
variabilidad. Las distribuciones de fluorescencia obtenidas se muestran en la figura A.1. 
Esta nueva base de datos constaba de 4.560 mediciones:  
(16+4) sueros VIH E2+ x 40 péptidos x 3 triplicados = 2.400 mediciones 
(16+2) sueros VIH E2-  x 40 péptidos x 3 triplicados = 2.160 mediciones 
 
Los resultados obtenidos se añadieron con los triplicados correspondientes a estos mismos 
sueros de la primera medición realizada (apdo. 1.3.1). Finalmente, se trabajó con un total de 
9.120 mediciones. La comparación de la distribución de dichos valores para los 38 péptidos más 
los dos péptidos considerados control negativo (C1 y C2) se muestra en la figura A.2. En la tabla 
A.1, se muestran los resultados numéricos para cada péptido y triplicado mostrando el número 
de medidas (n), los valores mínimo y máximo, así como la mediana, el percentil 25 (P25), el 
percentil 75 (P75) y el rango intercuartílico (P75-P25).  
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Tanto en la gráfica como en la tabla, se observa cómo al repetir la medición de la fluorescencia, 
la distribución de los datos fue similar en algunos péptidos, pero distinta en otros, existiendo 
diferencias en los valores centrales (mediana) de la fluorescencia y/o en los valores de 
variabilidad (rango intercuartílico). En algunos de los epítopos se encontró que los datos en las 3 
primeras medidas (primer triplicado) eran mayores que los datos de las 3 segundas medidas 
(segundo triplicado); sin embargo, en otros, las diferencias se produjeron en sentido contrario, 
no existiendo un patrón sistemático que indicase que los datos del primer o del segundo 
triplicado fueran sistemáticamente mayores o menores.  
 
Observando la figura A.2 y la tabla A.1, pueden distinguirse tres grupos de péptidos. Un grupo 
en el que el rango intercuartílico y la mediana de la primera y la segunda medición son similares 
entre sí, como por ejemplo en los péptidos P3, P23 y P51. Otro grupo donde el rango 
intercuartílico es diferente entre la primera y la segunda medición pero los valores de las 
medianas son similares P4, P24 y P53, como ocurre en los péptidos. Y un tercer grupo en el que 
el rango intercuartílico y la mediana de la primera y la segunda medición son diferentes entre sí, 
como en los péptidos P10, P15 y P54. 
 
Por tanto, puede decirse que estos resultados muestran una alta variabilidad en los valores de 
fluorescencia en algunos de los péptidos, principalmente en aquéllos donde dichos valores eran 

































Figura A.1. Distribución de los valores de fluorescencia obtenidos en el segundo ensayo 
(repetibilidad). La línea horizontal (roja) corresponde con la mediana de fluorescencia y la altura 
de las cajas con el rango intercuartílico (Percentil 25-Percentil 75). Los valores extremos se han 



































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































 Tabla A.1. Comparación de los valores triplicados de fluorescencia de la primera y la segunda 
medición para los 38 péptidos estudiados. n, número de medidas; P25, percentil 25; P75, 
percentil 75; R.I., rango intercuartílico. 
 Péptido Triplicado n Mínimo P25 Mediana P75 Máximo R.I. (P75-P25) 
Zona I 
P1 
1º 114 -620 -119 -25 21 229 140 
2º 114 -672 -202 -104 -47 35 155 
P2 
1º 114 -1.737 114 536 1.366 22.330 1.252 
2º 114 -1.216 -443 -113 192 16.697 635 
P3 
1º 114 -1.286 649 1.901 3.092 12.168 2.443 
2º 114 -1.163 289 1.216 3.183 12.038 2.894 
P4 
1º 114 -2.414 1773 3.873 5.882 37.133 4.109 
2º 114 -1.866 1175 2.270 3.988 11.633 2.814 
P5 
1º 114 -923 202 674 1.149 2.538 947 
2º 114 -1.391 -196 375 837 5.615 1.032 
P6 
1º 114 -2.357 1 1.096 2.348 8.257 2.347 
2º 114 -1.423 -94 342 1.010 3.942 1.104 
P7 
1º 114 -911 -143 110 554 3.953 697 
2º 114 -607 202 747 1.683 23.191 1.481 
P8 
1º 114 -691 -156 -15 53 617 209 
2º 114 -1.566 -340 -163 -80 824 260 
P9 
1º 114 -1.103 -360 -135 -12 295 348 
2º 114 -900 -278 -126 -57 222 221 
 
P10 
1º 114 -118 555 1.008 1.625 16.716 1.071 
Zona II 
2º 114 1.057 3.221 5.049 7.677 51.479 4.456 
P11 
1º 114 -163 525 1.101 1.964 20.391 1.439 
2º 114 -19 675 1.035 1.552 7.844 877 
P12 
1º 114 1.768 4.622 6.947 11.395 36.670 6.773 
2º 114 1.095 3.125 4.207 6.763 52.661 3.639 
P13 
1º 114 -626 797 1.290 2.014 12.692 1.218 
2º 114 -154 297 506 809 6.917 512 
P14 
1º 114 394 1.905 3.740 8.477 38.494 6.572 
2º 114 45 549 1.118 2.423 19.237 1.875 
P15 
1º 114 1.437 7.078 12.225 21.351 64.605 14.274 
2º 114 270 2.738 4.412 6.578 64.651 3.840 
P16 
1º 114 737 2.730 5.719 9.646 22.970 6.916 
2º 114 206 1.374 2.335 3.210 14.851 1.837 
P17 
1º 114 813 3.004 4.490 7.167 53.796 4.163 
2º 114 286 1.405 2.691 3.670 18.132 2.265 
P18 
1º 114 237 1.088 1.715 2.673 26.675 1.585 
2º 114 133 684 1.190 1.799 9.568 1.115 
P19 
1º 114 -106 324 539 1.337 12.331 1.013 
2º 114 163 668 988 1.731 17.197 1.063 
P20 
1º 114 -946 5 571 2.273 20.057 2.268 
2º 114 566 1.783 3.764 6.601 32.930 4.818 
P21 
1º 114 -1.174 -343 -120 120 51.154 463 
2º 114 -1.079 -396 -122 50 61.513 446 
P22 
1º 114 -819 -274 -114 -24 5.357 250 
2º 114 -1.784 -667 -280 -142 12.573 525 
P23 
1º 114 -957 -369 -90 -25 1.294 344 
2º 114 -1.564 -497 -237 -42 729 456 
P24 
1º 114 -212 587 1.731 3.103 8.004 2.516 
2º 114 -2.352 68 1.525 4.716 18.440 4.649 
P25 
1º 114 -1.893 -624 -227 129 6.110 753 
2º 114 -739 -276 10 483 30.595 758 
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Tabla A.1. (continuación). Comparación de los valores triplicados de fluorescencia de la primera 
y la segunda medición para los 38 péptidos estudiados. n, número de medidas; P25, percentil 25; 
P75, percentil 75; R.I., rango intercuartílico. 
 
 
Para valorar la repetibilidad en el estudio de fiabilidad se denominó Y a la variable fluorescencia 
para un péptido dado. El valor medido de fluorescencia en el suero i-ésimo, triplicado j-ésimo y 
medida k-ésima, se definió como kiy j . La estructura de los 228 datos recogidos se muestra en la 
tabla A.2. A partir de los datos que se muestran en la tabla, se estimó un Modelo de Análisis de 
la Varianza (ANOVA) de 1 Factor238-240 en cada péptido para poder estimar el Coeficiente de 
Correlación Intraclase. La tabla A.3 recoge cómo se calculó este modelo, y a partir de sus 












 Péptido Triplicado n Mínimo P25 Mediana P75 Máximo R.I. (P75-P25) 
Zona II 
P26 
1º 114 -708 -131 -21 125 1007 256 
2º 114 -1.712 -116 26 128 604 243 
P27 
1º 114 -1.193 -175 157 578 3.841 753 
2º 114 -1.143 -199 67 457 4.688 655 
Zona III 
P45 
1º 114 -807 -235 -94 -6 1415 229 
2º 114 -1.074 -236 -88 -1 598 236 
P46 
1º 114 -1.529 -153 276 1.078 8.827 1.231 
2º 114 -1.928 -244 94 398 4.220 642 
P47 
1º 114 -609 -146 -37 73 362 219 
2º 114 -269 -4 54 137 412 141 
P48 
1º 114 -554 -114 -19 96 6.820 210 
2º 114 -641 -95 15 121 1.264 216 
P49 
1º 114 -711 617 1173 2.744 21.571 2.127 
2º 114 -1.707 -695 -253 83 12.213 778 
P50 
1º 114 -170 1.088 2196 3.043 5.784 1.955 
2º 114 -1.594 -377 -219 -96 439 281 
P51 
1º 114 -2.840 -23 1.266 2.925 29.980 2.948 
2º 114 -4.982 65 1.263 3.602 22.132 3.537 
P52 
1º 114 -5 1.277 2.950 5.890 61.431 4.613 
2º 114 138 2.305 3.907 11.495 60.948 9.190 
P53 
1º 114 -893 -45 141 2.045 27.189 2.089 
2º 114 -760 59 235 465 4.837 407 
P54 
1º 114 -155 236 786 3.588 35.618 3.352 
2º 114 -789 -343 -140 -28 2.111 315 
P55 
1º 114 -1.692 -551 -72 556 25.164 1.107 
2º 114 -1.103 -512 -75 382 17.912 894 
Controles 
C1 
1º 90 -1.078 -303 -90 238 7.109 541 
2º 114 -568 -79 15 80 1.755 159 
C2 
1º 114 -561 -104 -17 44 1.593 148 




Donde CMentre es el cuadrado medio entre los sueros y CMdentro es el cuadrado medio dentro de 
los sueros. 
 
Así, cuando las 6 medidas realizadas en un mismo suero se parezcan entre sí, y ello ocurra en 
general para los 38 sueros, el cuadrado medio ( dentroCM ) será pequeño, ya que los datos de 
fluorescencia de cada suero estarán muy próximos a su propia media iy . De este modo, el 
numerador y el denominador de este cociente serán muy parecidos y el CCI tenderá a estar muy 
próximo a 1, indicando una excelente repetibilidad. Por el contrario, cuando las 6 medidas 
realizadas en un mismo suero no se parezcan mucho entre sí, y ello ocurra en general para los 38 
sueros, los datos de fluorescencia de cada suero no estarán cerca de su propia media iy , y por 
tanto el dentroCM será elevado. En este caso, el numerador será más pequeño que el 
denominador y el CCI tenderá a alejarse de 1 para acercarse a 0, indicando una pobre 
repetibilidad.  
 
Los valores de los Coeficientes de Correlación Intraclase obtenidos se muestran en la figura A.3 
y en la tabla A.4. Se representan dichos coeficientes para cada péptido, tanto de la comparación 
global de las dos mediciones (CCIg) como de la comparación de cada grupo de triplicados por 




Tabla A.2. Estructura de los datos en el estudio de fiabilidad para valorar su repetibilidad. Y 
corresponde con la fluorescencia para un péptido dado; kiy j  con el valor medido de 







1er triplicado 2º triplicado
Total 
Medida 1 2 3 1 2 3 
Sueros 
VIH/E2- 




























                
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P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17 P18 P19 P20 P21 P22 P23 P24 P25 P26 P27 P45 P46 P47 P48 P49 P50 P51 P52 P53 P54 P55 C1 C2
CCI global y por triplicados








Tabla A.3. Modelo de Análisis de la Varianza de 1 Factor en cada péptido. SCentre, suma de 
cuadrados entre sueros; SCdentro, suma de cuadrados dentro de los 6 triplicados de cada suero; 
CMentre, cuadrado medio entre; CMdentro, cuadrado medio dentro; n, número total de medidas; I, 



























Figura A.3. Valores del Coeficiente de Correlación Intraclase (CCI) globales (azul) y de los 
triplicados de la primera y segunda medición (rosa y verde, respectivamente) para cada péptido y 
para los dos controles negativos (C1 y C2). 
Fuente de 
Variabilidad 
Sumas de Cuadrados (SC) 
Grados de Libertad 
(g.l.) 
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Tabla A.4. Valores del Coeficiente de Correlación Intraclases global (CCIg), para las medidas del 
primer triplicado (CCI1) y para las medidas del segundo triplicado (CCI2)  con un intervalo de 
confianza (I.C.) del 95%. 
 




I.C. (CCI1) CCI2 I.C. (CCI2) 
Zona I 
P1 0,72* (0,62 ; 0,83) 0,93* (0,90 ; 0,97) 0,88* (0,82 ; 0,94) 
P2 0,86* (0,80 ; 0,92) 0,99* (0,98 ; 0,99) 0,97* (0,95 ; 0,99) 
P3 0,70* (0,57 ; 0,80) 0,92* (0,88 ; 0,96) 0,91* (0,86 ; 0,95) 
P4 0,57 (0,43 ; 0,71) 0,96* (0,93 ; 0,98) 0,91* (0,86 ; 0,96) 
P5 0,43 (0,28 ; 0,58) 0,76* (0,65 ; 0,87) 0,78* (0,67 ; 0,88) 
P6 0,47 (0,33 ; 0,62) 0,90* (0,84 ; 0,95) 0,68* (0,54 ; 0,82) 
P7 0,50 (0,36 ; 0,65) 0,99* (0,98 ; 1,00) 0,95* (0,92 ; 0,98) 
P8 0,56 (0,42 ; 0,70) 0,88* (0,81 ; 0,94) 0,83* (0,74 ; 0,91) 
P9 0,73* (0,63 ; 0,84) 0,97* (0,96 ; 0,99) 0,94 (0,90 ; 0,97) 
Zona II 
P10 0,50 (0,35 ; 0,64) 0,96* (0,94 ; 0,98) 0,93* (0,89 ; 0,97) 
P11 0,48 (0,34 ; 0,63) 0,98* (0,97 ; 0,99) 0,89* (0,83 ; 0,94) 
P12 0,74* (0,64 ; 0,84) 0,86* (0,79 ; 0,93) 0,92* (0,88 ; 0,96) 
P13 0,53 (0,38 ; 0,67) 0,98* (0,97 ; 0,99) 0,41* (0,21 ; 0,61) 
P14 0,74* (0,64 ; 0,84) 0,98* (0,96 ; 0,99) 0,98* (0,97 ; 0,99) 
P15 0,70* (0,57 ; 0,80) 0,96* (0,94 ; 0,98) 0,99* (0,99 ; 1,00) 
P16 0,49 (0,35 ; 0,64) 0,98* (0,96 ; 0,99) 0,90* (0,84 ; 0,95) 
P17 0,42 (0,27 ; 0,56) 0,83* (0,75 ; 0,92) 0,73* (0,61 ; 0,86) 
P18 0,63 (0,50 ; 0,76) 0,85* (0,77 ; 0,93) 0,94* (0,90 ; 0,97) 
P19 0,91* (0,87 ; 0,95) 0,99* (0,98 ; 0,99) 0,98* (0,97 ; 0,99) 
P20 0,44 (0,29 ; 0,59) 0,95* (0,92 ; 0,98) 0,92* (0,88 ; 0,96) 
P21 0,95* (0,93 ; 0,98) 0,98* (0,97 ; 0,99) 0,96* (0,94 ; 0,98) 
P22 0,63 (0,50 ; 0,76) 0,93* (0,89 ; 0,97) 0,99* (0,99 ; 1,00) 
P23 0,71* (0,58 ; 0,80) 0,83* (0,74 ; 0,91) 0,91* (0,87 ; 0,96) 
P24 0,55 (0,41 ; 0,69) 0,85* (0,78 ; 0,93) 0,89* (0,83 ; 0,95) 
P25 0,63 (0,50 ; 0,76) 0,99* (0,99 ; 1,00) 0,99* (0,98 ; 1,00) 
P26 0,70* (0,55 ; 0,79) 0,82* (0,73 ; 0,91) 0,95* (0,93 ; 0,98) 
P27 0,71* (0,60 ; 0,82) 0,96* (0,94 ; 0,98) 0,83* (0,75 ; 0,92) 
Zona III 
P45 0,78* (0,69 ; 0,87) 0,96* (0,94 ; 0,98) 0,93* (0,89 ; 0,97) 
P46 0,70* (0,57 ; 0,80) 0,98* (0,96 ; 0,99) 0,82* (0,73 ; 0,91) 
P47 0,39 (0,24 ; 0,54) 0,82* (0,73 ; 0,91) 0,62* (0,47 ; 0,78) 
P48 0,56 (0,42 ; 0,70) 0,99* (0,99 ; 1,00) 0,72* (0,59 ; 0,85) 
P49 0,31 (0,16 ; 0,45) 0,96* (0,94 ; 0,98) 0,74* (0,62 ; 0,86) 
P50 0,04 (0,00 ; 0,13) 0,89* (0,84 ; 0,95) 0,87* (0,81 ; 0,94) 
P51 0,70* (0,55 ; 0,79) 0,98* (0,97 ; 0,99) 0,67* (0,52 ; 0,81) 
P52 0,85* (0,78 ; 0,91) 0,99* (0,98 ; 0,99) 0,89* (0,84 ; 0,95) 
P53 0,50 (0,36 ; 0,65) 0,99* (0,98 ; 0,99) 0,69* (0,56 ; 0,83) 
P54 0,36 (0,21 ; 0,51) 0,97* (0,96 ; 0,99) 0,94* (0,91 ; 0,97) 
P55 0,93* (0,90 ; 0,96) 0,99* (0,98 ; 0,99) 0,96** (0,93 ; 0,98) 
Controles 
C1 0,51 (0,36 ; 0,66) 1,00* (0,99 ; 1,00) 0,95* (0,92 ; 0,98) 
C2 0,66 (0,54 ; 0,78) 0,95* (0,93 ; 0,98) 0,95* (0,92 ; 0,97) 
 




Observando la figura A.3, donde se representan los CCI globales (azul) y por triplicados (verde 
y rosa), puede decirse que los coeficientes calculados en el primer triplicado eran todos mayores 
que 0,7 y por tanto se obtuvo una excelente repetibilidad. En el segundo triplicado, el 92% de 
los péptidos tuvieron coeficientes mayores que 0,7 obteniéndose una muy buena repetibilidad. 
En los péptidos P13, P47 y P51, los CCI fueron menores que 0,7. 
 
Por otro lado, uniendo las medidas de los dos triplicados, los CCI globales fueron menores que 
los calculados anteriormente, excepto para el segundo triplicado del péptido P13. En un 45% de 
los péptidos el CCI fue mayor que 0,7 (17 de los 38 péptidos). Así, aunque las medidas del 
primer triplicado eran similares entre sí y las 3 medidas del segundo triplicado también eran 
similares entre sí, al juntar las 6 medidas la similitud no se mantenía.  
Finalmente, en vista de estos resultados, puede decirse que existe una buena repetibilidad en casi 
la mitad de los péptidos. 
 
Con el fin de complementar los resultados del estudio de fiabilidad, y teniendo en cuenta 
algunas de las limitaciones del CCI235, como asumir que las variables están distribuidas según una 
ley normal e igualdad de varianzas, se decidió valorar el efecto debido a los dos triplicados. Para 
ello, se ajustaron a los resultados Modelos de Análisis de Varianza con anidamiento241 (tabla 
A.5), los cuales consideran que las 6 medidas de cada suero en realidad pertenecen a dos 
triplicados distintos, o lo que es lo mismo, que los dos triplicados están anidados dentro de cada 
suero. De este modo, se pudo valorar si las diferencias en la repetibilidad halladas podrían ser 
debidas a las diferencias entre el primer y segundo triplicado.  
En estos modelos, la variabilidad de un suero ( 2ˆentreentre SCM  ) es en parte explicada por las 







se puede comprobar si las diferencias entre los sueros son debidas 
a diferencias entre los dos triplicados. El p-valor asociado a este cociente se compara con el 
nivel de significación   0,05 para determinar en qué péptidos este efecto era estadísticamente 
significativo. 
Así, la figura A.4 y en la tabla A.6 muestran cómo este efecto estimado no fue estadísticamente 
significativo en 24 de los 38 péptidos (63%), indicando que en éstos no existían diferencias 




























Resultados Modelo ANOVA con anidamiento
Péptido
Tabla A.5. Modelo ANOVA anidado. SC, suma de cuadrados; g.l., grados de libertad; CM, 
















Figura A.4. Resultados del Modelo ANOVA con anidamiento. La línea roja representa el nivel 
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Tabla A.6. P-valor del efecto triplicado para cada péptido. 
 
 Péptido












































*p-valor < 0,05 
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Finalmente, se priorizaron los resultados del Modelo ANOVA anidado frente a los del Modelo 
ANOVA de 1 Factor, es decir, frente a los resultados obtenidos con el cálculo del CCI, debido a 
las posibles limitaciones de éste anteriormente mencionadas, ya que no tiene en cuenta los dos 
diferentes momentos en el tiempo en que se realizaron los triplicados. 
 
En la tabla A.7 se resumen los resultados obtenidos con los dos modelos, diferenciando los 
péptidos en los que no se encontraron diferencias entre triplicados y los péptidos en los que sí 
existían diferencias estadísticamente significativas. 
 
 
Tabla A.7. Resumen de las diferencias existentes entre las medidas de los 2 triplicados 













De este modo, considerando más adecuados los resultados obtenidos con el Modelo ANOVA 
anidado, en un total de 24 péptidos (14+10), que se corresponde con el 63%, los resultados del 
estudio de fiabilidad fueron suficientemente satisfactorios indicando una aceptable fiabilidad; y 
en el 37% de los péptidos, los resultados no indicaron una fiabilidad aceptable. 
 





14 péptidos (37%) 
 
P1, P2, P3, P9, P12, P19, 
P21, P23, P27, P45, P46, 
P51, P52, P55 
 
10 péptidos (26%) 
 
P4, P5, P6, P11, P18, P22, 






3 péptidos (8%) 
 
P14, P15, P26 
11 péptidos (29%) 
 
P7, P8, P10, P13, P16, P17, 
P20, P47, P49, P50, P54 
 
14 (37%) 













20 sueros 18 sueros* 18 sueros
MEDIDAS/SUERO 3 6 3 63
60 108 54 120
168 174MEDIDAS TOTALES 114
456TOTAL
* Estudio de fiabilidad
A.2. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LA COMPARACIÓN DE LOS PANELES DE SUEROS 
 
El análisis estadístico de la comparación de los paneles de sueros se llevó a cabo con toda la 
información de que se disponía. En cada péptido, para las 3 mediciones de los 38 sueros de 
donantes voluntarios se calculó la mediana de la fluorescencia. Para los 38 sueros del grupo de 
VIH E2- y los 38 sueros del grupo VIH E2+, se calculó la mediana de la fluorescencia bien de 
las 6 medidas (incluyendo las 3 mediciones adicionales del estudio de fiabilidad) o bien de las 3 
medidas (para los sueros no escogidos en el estudio de fiabilidad). En el esquema 1, se resume el 
número de medidas por péptido con el que se trabajó para el análisis de la capacidad diagnóstica 
de los péptidos.  
En la tabla 1.7 del apartado 1.3.2 de Resultados y discusión, se muestran los valores de la 
mediana de fluorescencia y el rango intercuartílico para cada péptido con los sueros estudiados 
(BS, VIH E2- y VIH E2+), tras la incorporación de los resultados del experimento de fiabilidad 
a los del primer ensayo. En la figura 1.14 (apdo. 1.3.2) se representan los valores de 
fluorescencia para cada péptido con los sueros estudiados.  
 
 
Esquema 1. Número de mediciones de los sueros de las distintas bases de datos por péptido. 
VIH E2-, grupo de sueros procedentes del panel de pacientes infectados por VIH-1 sin 
presencia de anticuerpos anti-E2 del GBV-C; VIH E2+, grupo de sueros procedente del panel 






Estos datos de fluorescencia se compararon mediante pruebas estadísticas no paramétricas, 
empleando la prueba estadística del Test de Suma de Rangos de Wilcoxon242, 243, que contrasta la 
hipótesis de que dos muestras independientes proceden de dos poblaciones con la misma 
distribución. El nivel de significación o error de tipo I se fijó en  = 0,05. 
 
En la comparación de los distintos paneles de sueros se llevaron a cabo un total de 80 
contrastes. Debido a las múltiples comparaciones realizadas, se corrigió el nivel de significación 
seleccionando los 40 p-valores (38 péptidos más 2 péptidos control) de los contrastes de 
hipótesis al comparar los 2 grupos de sueros (VIH E2+ y VIH E2-), se ordenaron de menor a 
mayor y se aplicó el procedimiento para múltiples contrastes denominado False Discovery Rate 
(FDR)244, 245, seleccionando como valor q* =  = 0,05; y escogiendo como método para el 
cálculo de la secuencia de los p-valores críticos individuales (para cada comparación) el método 
propuesto por Simes244, 246, 247. Los resultados se resumen en la tabla A.8, donde se comparan por 
un lado los valores de fluorescencia obtenidos para el panel de sueros de donantes voluntarios 
con los sueros del grupo VIH E2- (primera comparación), y por otro lado se comparan los 
grupos VIH E2- y VIH E2+, del panel de sueros de pacientes infectados por VIH-1 (segunda 
comparación). 
Analizando los resultados de la tabla, pueden diferenciarse cinco situaciones posibles: 
- Cuando el p-valor es mayor que el αcorregido, y por tanto no existen diferencias 
estadísticamente significativas en ninguna de las dos comparaciones (ej.: P27, P53). 
- Cuando el p-valor es menor o igual que el αcorregido de la primera comparación pero no 
existen diferencias estadísticamente significativas entre los sueros de la segunda 
comparación (ej.: P2, P7, P49). 
- Cuando en ambas comparaciones el p-valor es menor o igual que el αcorregido, es decir, 
existen diferencias estadísticamente significativas entre los sueros del panel de banco de 
sangre y el grupo VIH E2- y existen también diferencias significativas entre los sueros de 
los grupos VIH E2- y VIH E2+ (ej.: P3, P12, P51), (sombreados en la tabla A.8). 
- Cuando en ambas comparaciones el p-valor es menor o igual que el αcorregido, pero los 
valores de fluorescencia mediana eran inferiores a 1.000 unidades (ej: P5, P25). 
- Cuando los valores de fluorescencia de los sueros del panel de banco de sangre son 
mayores que los valores de los sueros del panel de infectados por VIH-1, o cuando los 
valores del grupo VIH E2- son mayores que los del VIH E2+ (ej.: P1, P9, P45), 




Tabla A.8. Resultados de las comparaciones por múltiples contrastes mediante False Discovery 
Rate (FDR) entre el panel de sueros de banco de sangre (BS) y el grupo de sueros VIH E2-; y 
entre el grupo VIH E2- con el grupo de sueros VIH E2+. Se indica el p-valor del contraste de la 
Suma de Rangos de Wilcoxon, y αcorregido del FDR por el método Simes. C1 y C2, péptidos 
control. Los péptidos seleccionados se marcan sombreados. La línea punteada indica valores de 





























* p-valor < αcorregido 
 
Péptido 
BS/VIH E2- VIH E2-/VIH E2+ 
 p-valor  αcorregido p-valor  αcorregido  
Zona I 
P1 ---  ---  
P2 0,0239* 0,0350 0,4907 0,0457 
P3 0,0000* 0,0007 0,0000* 0,0129 
P4 0,0000* 0,0014 0,0000* 0,0136 
P5 0,0000* 0,0021 0,0003* 0,0236 
P6 0,0175* 0,0343 0,0000* 0,0143 
P7 0,0008* 0,0257 0,9316 0,0500 
P8 0,0008* 0,0264 0,1433 0,0379 
P9 ---  0,1125 0,0364 
Zona II 
P10 0,0007* 0,0250 0,0001* 0,0221 
P11 0,0000* 0,0029 0,0128* 0,0336 
P12 0,0000* 0,0036 0,0009* 0,0271 
P13 0,0000* 0,0043 0,0000* 0,0150 
P14 0,0000* 0,0050 0,0000* 0,0157 
P15 0,0000* 0,0057 0,0000* 0,0164 
P16 0,0000* 0,0064 0,0000* 0,0171 
P17 0,0000* 0,0071 0,0000* 0,0179 
P18 0,0000* 0,0079 0,0000* 0,0186 
P19 0,0000* 0,0086 0,0000* 0,0193 
P20 0,0268* 0,0357 0,0000* 0,0200 
P21 0,0000* 0,0093 0,3264 0,0421 
P22 0,0000* 0,0100 0,1823 0,0407 
P23 0,0064* 0,0321 0,2023 0,0414 
P24 0,0000* 0,0107 0,0000* 0,0207 
P25 0,0027* 0,0286 0,0039* 0,0293 
P26 ---  0,6538 0,0464 
P27 0,3617 0,0429 0,1809 0,0400 
Zona III 
P45 ---  0,9285 0,0493 
P46 ---  0,3993 0,0436 
P47 ---  0,4277 0,0450 
P48 ---  0,0054* 0,0314 
P49 0,0005* 0,0243 0,7403 0,0471 
P50 0,0000* 0,0114 0,9233 0,0486 
P51 0,0002* 0,0229 0,0044* 0,0307 
P52 0,0000* 0,0121 0,0000* 0,0214 
P53 0,1500 0,0386 0,7815 0,0479 
P54 0,0016* 0,0279 0,0042* 0,0300 
P55 ---  0,1570 0,0393 
Controles 
C1 ---  0,1152 0,0371 
C2 0,0105* 0,0329 0,4113 0,0443 
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A.3. SÍNTESIS DE 3-MERCAPTOPROPANAMIDA 
 
La 3-mercaptopropanamida es una molécula no comercial que se sintetizó en colaboración con 
el Prof. Weng C. Chan, en el Centre for Biomolecular Science de la Universidad de Nottingham en 
Reino Unido, para posteriormente derivatizar el extremo C-terminal de los péptidos lineales. La 
síntesis de esta molécula consta principalmente de tres pasos: la protección del grupo tiol del 
ácido 3-mercaptopropiónico, la formación del grupo amida activando previamente el grupo 
carboxilo con N-hidroxisuccinamida (NHS), y finalmente, la eliminación del grupo protector 
para obtener la 3-mercaptopropanamida. Se siguió el procedimiento indicado en el apartado 










Figura A.5. Esquema de síntesis de 3-mercaptopropanamida. 
 
 
- Síntesis del ácido 3-tritilmercaptopropiónico 
 
Se llevó a cabo la reacción de trifenilmetanol con ácido 3-mercaptopropiónico en TFA. Ésta se 
monitorizó mediante cromatografía en capa fina (CCF) en diclorometano (DCM): metanol 
(MeOH) 9:1. Tras eliminar el TFA a presión reducida y lavar el sólido con agua MilliQ, se 
recristalizó en tolueno. Los cristales se caracterizaron mediante CCF, H-RMN y espectrometría 
de masas (electrospray en modo negativo, ES-), y se midió su punto de fusión. Los resultados se 








Tabla A.9. Caracterización del ácido 3-tritilmercaptopropiónico mediante CCF, ES-, RMN y 


























Figura A.6. Espectro de masas (ES-) del ácido 3-tritilmercaptopropiónico. 
 
 
- Síntesis de 3-tritilmercaptopropanamida 
 
En primer lugar, se llevó a cabo la activación del ácido carboxílico con N-hidroxisuccinamida y 
diciclohexilcarbodiimida (DCC) en tetrahidrofurano (THF). La reacción se siguió mediante CCF 
(DCM:MeOH, 9:1). Como subproducto de la reacción se obtuvo diciclohexilurea (DCU), que 
fue eliminada por filtración. El sobrenadante se secó a presión reducida y se caracterizó 
mediante H-RMN y espectrometría de masas en modo positivo (ES+). Seguidamente se 
derivatizó el grupo ácido a amida en presencia de 2M NH3/MeOH en DMF. Pasado el tiempo 
Resultados 
Rendimiento (%) 70 








 δH (ppm) JH (Hz) 
(CH2)1 2,18 6,8; t 
(CH2)2 2,29 7,0; t 
(tritil) 7,24-7,38 15 H; m 
(COOH) 12,25 1 H; s 
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de reacción, se aisló el producto de reacción y se caracterizó mediante CCF, H-RMN y ES+. Los 
resultados se muestran en la tabla A.10 y figura A.7. 
 

























Figura A.7. Espectro monodimensional de H-RMN (CD3OD, 400 MHz) correspondiente a 3-
tritilmercaptopropanamida. 
Resultados 








 δH (ppm) JH (Hz) 
(CH2)1 2,06 6,7; t 
(CH2)2 2,51 6.7; t 
(tritil) 7,21-7,39 15 H; m 




- Obtención de 3-mercaptopropanamida 
 
Se eliminó el grupo tritilo mediante 5% TFA en diclorometano con 5% de trietilsilano (TES). 
Pasado el tiempo de reacción, se eliminó el DCM a presión reducida y se realizaron lavados con 
hexano. El sólido se caracterizó mediante CCF, punto de fusión, H-RMN y especrometría de 
masas (ES+). Sin embargo, no fue posible observar la masa del producto 3-
mercaptopropanamida, por lo que su presencia se confirmó mediante H-RMN. Los resultados 
se muestran en la tabla A.11 y figura A.8. 
 












* La masa de 3-mercaptopropanamida no pudo observarse mediante ES+ ya que no tiene grupos 














Figura A.8. Espectro monodimensional de H-RMN (CD3OD, 400 MHz) correspondiente a 3-
mercaptopropanamida. 
Resultados 
Rendimiento (%) 96 
Punto de fusión (ºC) 89,6-91,4 
Rf 0,66 
Masa exacta calculada* 105,0248 
H-RMN CD3OD 
 δH (ppm) JH (Hz) 
(CH2)1 2,58 5,2; t 
(CH2)2 2,83 2 H; m 
(HS) 1,69 8; t 
(CONH2) 5,68 2 H; s 
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Figura A.9. A) Espectro de HPLC del péptido Cys-NS4a(27-43). Columna fase reversa Kromasil 
C18 (250 x 4,6 mm) 5 µm, gradiente lineal de 95% a 5% de A en 30 minutos, flujo de 1 ml/min, 
detección 220 nm (A: H2O con 0,05% de TFA; B: ACN con 0,05% de TFA); tR = 10,80 min. B) 


















Figura A.10. A) Espectro de HPLC del péptido Cys-LP1E2. Columna fase reversa Kromasil C18 
(250 x 4,6 mm) 5 µm, gradiente lineal de 95% a 5% de A en 20 minutos, flujo de 1 ml/min, 
detección 220 nm. (A: H2O con 0,05% de TFA; B: ACN con 0,05% de TFA); tR = 10,61 min. B) 
Espectro de masas (ES+). Masa calculada = 2219,1 g/mol; masa experimental = 2219,4 g/mol 
A B 
10,80 



















Figura A.11. A) Espectro de HPLC del péptido Cys-LP2E2. Columna fase reversa Kromasil C18 
(250 x 4,6 mm) 5 µm, gradiente lineal de 95% a 5% de A en 20 minutos, flujo de 1 ml/min, 
detección 220 nm (A: H2O con 0,05% de TFA; B: ACN con 0,05% de TFA); tR = 12,82 min. B) 


















Figura A.12. A) Espectro de HPLC del péptido Cys-LP3E2. Columna fase reversa Kromasil C18 
(250 x 4,6 mm) 5 µm, gradiente lineal de 95% a 5% de A en 20 minutos, flujo de 1 ml/min, 
detección 220 nm (A: H2O con 0,05% de TFA; B: ACN con 0,05% de TFA); tR = 11,81 min. B) 








A.5. ESPECTROS MALDI-TOF DE LOS N-CISTEINIL-PÉPTIDOS DERIVATIZADOS 


































Figura A.13. Espectros de masas MALDI-TOF de los N-cisteinil-péptidos lineales derivatizados 
como tioéster en el extremo C-terminal. A) NS4a(27-43)-COSCH2CH2CONH2, masa calculada 
= 2105,90 g/mol, masa experimental = 2105,10g/mol; B) E2(7-26)-COSCH2CH2COOCH3, 
masa calculada = 2322,08 g/mol, masa experimental = 2322,54 g/mol; C) E2(11-26)-
COSCH2CH2COOCH3, masa calculada = 1923,86 g/mol, masa experimental = 1923,77 g/mol; 
D) E2(17-26)-COSCH2CH2COOCH3, masa calculada = 1279,54 g/mol, masa experimental = 

















































































































En esta tesis se ha abordado el diseño y la puesta a punto de un sistema diagnóstico de la 
infección causada por el GBV-C en pacientes infectados por el VIH-1. Con este fin, se han 
empleado dos tecnologías diferentes utilizando péptidos sintéticos, el ensayo inmunoenzimático 
de ELISA y la técnica de microarrays. Asimismo, se ha estudiado la capacidad de las 
construcciones peptídicas de inhibir la entrada del VIH-1 a la célula, con la finalidad de conocer 
su potencial aplicación como agentes terapéuticos contra dicho virus. 
Las conclusiones obtenidas de la presente tesis se exponen a continuación: 
 
 Se ha llevado a cabo un estudio detallado de antigenicidad de la proteína de envoltura E2 
del GBV-C empleando la técnica de microarrays. Para ello, se prepararon microarrays 
peptídicos con 124 secuencias lineales, compuestas de 18 aminoácidos, que barrían toda la 
proteína de envuelta del virus.  
 La puesta a punto de las mejores condiciones de análisis, junto con el estudio de 
fiabilidad y el análisis estadístico de los resultados obtenidos, permitieron 
seleccionar 11 péptidos con una buena relación especificidad/sensibilidad y un alto 
porcentaje de sueros correctamente clasificados. Los epítopos seleccionados 
corresponden con los dominios (7-26), (34-87) y (159-176) de la proteína de 
envuelta E2 del GBV-C. 
 Los epítopos seleccionados son capaces de diferenciar significativamente entre 
sueros de pacientes infectados por el VIH-1 con anticuerpos anti-E2 del GBV-C, 
sueros de pacientes infectados por el VIH-1 sin anticuerpos anti-E2 del GBV-C y 
sueros de personas sanas. El área bajo la curva ROC en 10 de los 11 péptidos fue 
superior a 0,9, indicando una excelente capacidad discriminatoria. 
 El estudio de la proteína E2 del GBV-C por microarrays refuerza la importancia de 
la región N-terminal de dicha proteína en el diagnóstico de infección por el GBV-C. 
 
 Se han obtenido diversas construcciones peptídicas derivadas del dominio N-terminal de la 




de péptidos como son la síntesis secuencial en fase sólida y la ligación quimioselectiva en 
solución. 
 Se ha conseguido sintetizar en fase sólida y purificar hasta un grado del 95% tres 
MAPs tetraméricos de tipo lineal homogéneos (MAPLP1, MAPLP2 y MAPLP3) y uno 
heterogéneo (MAPE2/NS4). 
 Para la obtención de los MAPs de tipo cíclico (MAPCP1, MAPCP2, MAPCP3) se ha 
realizado una reacción quimioselectiva mediante la alquilación de tioles por grupos 
cloroacetilos. 
- En primer lugar, se han obtenido péptidos cíclicos cabeza-cola (CP1, CP2 y 
CP3) mediante la reacción de Ligación Química Nativa intramolecular con 
una pureza superior al 95%. 
- La incorporación de los ciclos de mayor tamaño, CP1 y CP2, al núcleo de 
oligolisinas derivatizado no condujo a la obtención del producto deseado. 
Sólo fue posible la incorporación de 1 ó 2 copias de los correspondientes 
péptidos cíclicos al núcleo de lisinas tetracloroacetilado. 
- Únicamente se identificó el MAPCP3-4, que contenía 4 copias del péptido 
cíclico CP3. Dada la dificultad del proceso de purificación de este tipo de 
estructuras ramificadas, el producto final se obtuvo con una pureza de 
aproximadamente el 75%. 
 Se realizaron ensayos de fusión celular con el fin de evaluar la actividad anti-VIH-1 de las 
construcciones que derivan del dominio N-terminal de la proteína E2 del GBV-C. 
 Las diferentes formas de presentación de la región E2(7-26) del GBV-C no dan 
lugar a una disminución sustancial de la concentración necesaria para inhibir la 
entrada del virus en la célula en relación al compuesto de referencia. 
 Se observa una tendencia de las construcciones de tipo cíclico hacia una mayor 
inhibición de la fusión celular en comparación con las respectivas secuencias 
lineales. En este sentido, la ciclación cabeza-cola puede ser considerada una 
estrategia útil en el desarrollo de potenciales agentes terapéuticos contra el VIH-1.  
 
 Se comparó la capacidad antigénica de las moléculas peptídicas sintetizadas mediante la 
técnica de ELISA. Para ello, se estudió la reactividad serológica de todas las construcciones 
peptídicas empleando sueros de pacientes infectados por el VIH-1, de los que se 
desconocía su coinfección con el GBV-C, y se comparó con el péptido de referencia LP1E2. 
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 Ni los péptidos de menor tamaño derivados de la secuencia peptídica E2(7-26), ni 
sus corresponcientes ciclos o péptidos ramificados alcanzan la reactividad serológica 
encontrada para el péptido LP1E2.  
 Estos resultados refuerzan la potencial utilidad de la versión lineal de la región 
E2(7-26) para el desarrollo de nuevos sistemas de diagnóstico de anticuerpos anti-
GBV-C en pacientes infectados por el VIH, basados en péptidos. 
 
 
 Se ha evaluado el valor diagnóstico de anticuerpos anti-péptido derivados de la proteína E2 
del GBV.C en pacientes infectados por el VIH-1.  
 Los 11 péptidos seleccionados en el estudio antigénico de la proteína E2 permitieron 
establecer una reactividad del 47% en cuanto a la detección de anticuepos anti-
péptidos del GBV-C mediante la utilización de la técnica de microarrays. Así, se 
demuestra la utilidad de los péptidos sintéticos como potenciales antígenos para el 
desarrollo de un sistema de diagnóstico de la infección del GBV-C.  
 Los microarrays de péptidos de la proteína E2 del GBV-C pueden considerarse una 
buena herramienta para el diagnóstico de la infección de la infección causada por el 
GBV-C. Esta metodología permite el análisis simultáneo de varios epítopos, 
miniaturiza la técnica de ELISA, reduce considerablemente tanto el tiempo como la 




























































































Materiales y métodos 
193 
1. REACTIVOS Y DISOLVENTES 
 
 






















Resina Amberlite MB-3 
Multisyntech 
Aminoácidos 




TBTU  Tetrafluoroborato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilamonio 
















Yoduro de tetrabutilamonio (TBAI) 
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Tabla 2.  Productos empleados en los ensayos de ELISA y Microarrays. 
 
Casa comercial Reactivos
Carlo Erba Cloruro sódico (NaCl)
Dako Anticuerpo policlonal IgG/HRP de conejo (ELISA)
Fluka Tritón X-100 
Merck 
Cloruro potásico (KCl)
Dihidrogenofosfato de posatio (KH2PO4) 
Hidrogenocarbonato de sodio (NaHCO3) 





Anticuerpo anti-Humano IgG de mono marcado con Dylight 649 (Microarrays)
Panreac Carbonato de sodio (Na2CO3)
Sigma 
Ácido cítrico 
Albúmina sérica bovina (BSA) 
Deoxicolato sódico 
Dimetilsulfóxido (DMSO) 
Dodecil sulfato sódico (SDS) 
O-fenilendiamina (OPD) 






Tabla 3.  Productos empleados en los ensayos celulares. 
 
Casa comercial Reactivos
Invitrogen Suero fetal bovino (FBS)
AIDS Reagent 
C-34 (Cat. No 9824)
TZM-bl (Cat. No 8129) 
PAA 
Penicilina-estreptomicina
Tampón fosfato estéril (PBS) 
Sigma 
Cloruro de Magnesio (MgCl2)
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT) 
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2. INSTRUMENTACIÓN GENERAL 
 
 
Tabla 4. Instrumentos empleados y marca correspondiente. 
Instrumento Marca 
Agitador magnético Heildoph 
Balanzas Sartorius Analytic A200S 
Baño de ultrasonidos Selecta 
Centrífuga Bechkman GP 
Columnas HPLC analítico 
C18 y C8 Kromasil, Technokroma, 5 µm ,46 x 250 mm
C18 Poroshel 300-SB, Agilent, 5 µm,  2,1 x 75 mm 
Columnas HPLC semipreparativo C18 y C8  Kromasil, Technokroma, 5 µm, 22 x 250 mm 
Columna UPLC-MS 
C18 ACQUITY UPLC BEH, Waters 1,7 µm 2,1 x 100 mm
C18 UHPLC Zorbax SB, Agilent, 1,8 µm 2,1 x 150 mm 
Escáner de microarrays GenePix 4000B 
Espectrofotómetro SpectraMax M5 
Espectrómetro de masas MALDI-TOF Autofelx III Smartbeam (Bruker Daltonics) 
Espectrómetro RMN Bruker 400 
Equipo de agua milli-Q Millipore 
Estufa Selecta 
Detector líquido-masas de tiempo de vuelo LCT Premier XE (Micromass Waters) 
Detector ultravioleta acoplado a LC-TOF UPLC ACQUITY (Waters) 
HPLC analítico 
Perkin- Elmer LC-250, detector Diodo Array LC-235
Agilent 1260 Infinity 
HPLC semipreparativo 
Waters Prep LC 4000 System, detector L-4000 UV Merck 
(HITACHI). 
Agilent 1260 Infinity 
Impresor  de proteínas ArrayIt 
Liofilizadora Lioalfa, Telstar 
Microscopio óptico invertido Leica 
pHmetro Crison 
Pipetas automáticas Gibson, Thermo, Eppendorf 
Placas ensayos celulares Cultek (cat. No. 15-3596) 
Placas ELISA 
DNA-Bind™  (Costar)
Nunc Immobilizer™ Amino (Nunc) 
Placa MALDI-TOF MTP 384 target plate polished steel (Bruker) 
Placa microarrays ArrayIt 
Portaobjetos microarrays (slide) Corning 
Puntas de impresión (pins) 946MP4, ArrayIt 
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3.1 MÉTODOS DE ACOPLAMIENTO 
 
Todos los péptidos se sintetizaron siguiendo la estrategia Fmoc/tBu. A continuación se detallan 
los procesos de las diferentes etapas que tienen lugar durante la síntesis de péptidos en fase 
sólida. Con el fin de obtener péptidos con el extremo C-terminal en forma de amida, se utilizó la 
resina 4-(2’,4’-dimetoxifenilaminometil)-fenoxiacetamida (NovaSyn TGR) con una 
funcionalización de 0,29 mmol/g; mientras que para la obtención de péptidos protegidos y el 
extremo C-terminal en forma de ácido se utilizó la resina cloruro de 2-clorotritilo (Cl-trt), con 
un grado de funcionalización de 1,3 mmol/g. 
 
 
3.1.1. Incorporación del primer aminoácido 
 
3.1.1.1. Resina NovaSyn TGR 
 
La incorporación del aminoácido C-terminal sobre la resina NovaSyn TGR se realiza mediante 
la formación de un enlace amida. En primer lugar, se hinchó la resina con DMF entre 1 y 2 
horas. Tras eliminar el DMF, se adicionó el primer aminoácido (3-4 eq.) junto con el HATU (3-
4eq.) y DIEA (6-8 eq.) disuelto en DMF y se dejó reaccionar durante 30 minutos a temperatura 
ambiente agitando frecuentemente. Posteriormente, se eliminó el exceso de reactivos y se lavó la 
resina con DMF (5 x 1 min). 
 
3.1.1.2. Resina Cloruro de 2-Clorotritilo 
 
La incorporación del residuo C-terminal en la resina Cl-trt se realiza mediante una reacción de 
sustitución nucleófila y se lleva a cabo en defecto de equivalentes para disminuir la 
funcionalización (de 1,3 mmol/g a 0,65 mmol/g) para evitar el riesgo de agregación de la cadena 
peptídica durante la síntesis. Además, se han de tomar ciertas precauciones en la utilización de 
esta resina ya que es sensible a la humedad: debe colocarse en el desecador con KOH antes de 
su uso, el diclorometano (DCM) utilizado para hinchar la resina se debe purificar previamente 
utilizando una columna de alúmina básica y el material a utilizar ha de estar bien seco. Antes de 
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comenzar la síntesis, se hinchó la resina con 0,1% de DIEA en 1-2 ml de DCM durante 15 
minutos, agitando suavemente. Se comprobó el pH y se añadieron unas gotas de DIEA hasta 
pH~8. Se filtró la resina y se adicionó el aminoácido (0,5 eq.) protegido en su extremo N-
terminal con el grupo Fmoc, Fmoc-Gly-OH, disuelto en 3 ml de DCM y junto con 2 eq. de 
DIEA. La mezcla se agitó durante una hora, reduciendo así la funcionalización de la resina. 
Después, se lavó con 3-5 ml de DCM (3 x 1 min), con 5 ml de DMF (2 x 1 min) y de nuevo con 
5 ml de DCM (2 x 1 min). Se secó sobre KOH en el desecador durante 24 h a temperatura 
ambiente y se determinó el grado de unión del aminoácido (apartado 3.1.2). Posteriormente, se 
añadieron 5 ml de una solución de DCM:MeOH:DIEA (17:2:1) (4 x 5 min), de esta manera se 
bloquearon todos los puntos reactivos de la resina en los que no se había incorporado el primer 
aminoácido. Finalmente, se lavó la resina con 5 ml de DCM (3 x 1 min), 5 ml de DMF (2 x 1 
min) y 5 ml de DCM (2 x 1 min). 
 
3.1.2. Determinación del grado de unión del primer aminoácido 
 
Este ensayo permite determinar el porcentaje de incorporación del primer aminoácido en la 
resina y así la funcionalización inicial real de ésta. Para ello, se realiza la cuantificación del grupo 
Fmoc tras su separación del extremo N-terminal mediante tratamiento con piperidina, que da 
lugar a la formación del aducto N-fluorenilmetilpiperidina. 
 
Para llevar a cabo el ensayo, que se realiza por duplicado, se pesó en dos tubos de ensayo una 
cantidad de Fmoc-Gly-resina seca equivalente a 1 µmol respecto a la funcionalización de la 
resina y se añadieron 3 ml de una disolución de 20% de piperidina en DMF, agitando 
suavemente durante 10 minutos. La solución de ambos tubos se pasó a sendas cubetas de 
cuarzo. Paralelamente, se preparó el blanco, únicamente la solución piperidina/DMF. Se midió 
la absorbancia en cada caso a la longitud de onda de 290 nm y se calculó la nueva 
funcionalización de la resina mediante la siguiente fórmula: 
   
Funcionalización (mmol/g) = (Amuestra - Areferencia) x 16,4/mgresina 
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3.1.3. Incorporación de los aminoácidos de la secuencia peptídica 
 
En la síntesis del MAP tetramérico heterogéneo lineal se emplearon HOBt y DIPCDI como 
activadores (tabla 5), y en los casos en que el acoplamiento era incompleto, se repitió la reacción 
empleando TBTU y DIEA (tabla 6). 
 
Se emplearon diferentes métodos de acoplamiento en la síntesis de los péptidos. En la síntesis 
de los péptidos lineales y MAPs tetraméricos lineales se utilizó HATU y DIEA como 
activadores del grupo carboxilo disueltos en DMF (tabla 7). En los casos en que los 
acoplamientos fueron incompletos, se repitió la reacción en las mismas condiciones. Si aún así 
éstos seguían sin completarse, se utilizaron los activadores HOBt y DIPCDI, dejando la 
reacción toda la noche (tabla 8). 
 
 
Tabla 5. Método A de acoplamiento de aminoácidos. X, grupo protector de la cadena lateral de 
los aminoácidos. 
Etapa Reactivos Operación Tiempo (min x repeticiones)
1 
Fmoc-aa(X)-OH:HOBt:DIPCDI
3:3:3 eq. en DMF 
Acoplamiento 150 x 1 




Tabla 6. Método B de acoplamiento de aminoácidos. X, grupo protector de la cadena lateral de 
los aminoácidos. 
Etapa Reactivos Operación Tiempo (min x repeticiones)
1 
Fmoc-aa(X)-OH:TBTU:DIEA
3:3:6 eq. en DMF 
Acoplamiento 150 x 1 
2 DMF Lavado 1 x 5 
3 Test colorimétrico
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Tabla 7. Método C de acoplamiento de aminoácidos. X, grupo protector de la cadena lateral de 
los aminoácidos. 
Etapa Reactivos Operación Tiempo (min x repeticiones)
1 
Fmoc-aa(X)-OH:HATU:DIEA
3:3:6 eq. en DMF 
Acoplamiento 30 x 1 




Tabla 8. Método D de acoplamiento de aminoácidos. X, grupo protector de la cadena lateral de 
los aminoácidos. 
Etapa Reactivos Operación Tiempo (horas x repeticiones)
1 
Fmoc-aa(X)-OH:HOBt:DIPCDI
3:3:3 eq. en DMF 
Acoplamiento 12 x 1 




Según va aumentando la longitud de la cadena peptídica, se incrementa también el riesgo de 
agregación entre ellas, dificultando aún más los acoplamientos. En estos casos, antes de la 
adición del aminoácido y los activadores, se lavó la resina con agentes caotrópicos, como las 
sales de litio, que pueden contribuir a la ruptura de los puentes de hidrógeno que se hayan 
podido formar entre las cadenas crecientes de péptido248 (tabla 9). 
 
Tabla 9. Lavado de peptidil-resina con sales de litio. 
Etapa Reactivos Operación Tiempo (min x repeticiones)
1 DMF Lavado 1 x 5 
2 0,4 M LiBr en DMF Disgregación de cadenas 20 x 1 
3 DMF Lavado 1 x 5 
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3.2. TEST DE IDENTIFICACIÓN DE AMINAS LIBRES. 
 
Se realizaron tres tipos de pruebas colorimétricas para evaluar cualitativamente tanto la 
eficiencia de los acoplamientos de los aminoácidos durante la síntesis de péptidos, como la 
eficiencia en la eliminación del grupo protector temporal Fmoc del extremo α-NH2 de la cadena 
peptídica. 
 
3.2.1. Test de Kaiser o de ninhidrina 
 
El test de ninhidrina, ideado por Kaiser, se basa en la detección colorimétrica de grupos amino 
primarios libres en el extremo N-terminal de la cadena peptídica sintetizada249. Para llevar a cabo 
el ensayo se utilizan dos soluciones: 
 - Reactivo A: se prepara una disolución caliente de fenol (40 g) en etanol absoluto (10 
ml). Por otro lado, se prepara una disolución de cianuro de potasio (KCN) (65 mg) en agua 
(100ml), y se adicionan a 2 ml de la disolución resultante sobre 100 ml de piridina. Ambas 
soluciones se agitan durante 45 minutos sobre 4 g de resina Amberlite MB-3 y seguidamente se 
filtran y se mezclan. 
 - Reactivo B: se prepara una disolución de ninhidrina (2,5 g) en etanol absoluto (50 ml). 
 
Para realizar el test, se introduce una alícuota de peptidil-resina seca (0,5-2 mg) en un tubo 
pequeño de vidrio. Se añaden 3 gotas de reactivo A y 3 gotas de reactivo B, se agita ligeramente 
y se calienta a 110ºC durante 3 minutos. En paralelo, se realiza un ensayo control que contiene 
la misma proporción de reactivo sin peptidil-resina. Una coloración amarilla indica la ausencia 
de aminas primarias (test negativo), lo que asegura que la incorporación del aminoácido se ha 
producido en al menos un 95%. En cambio, un color azul-verdoso de la disolución y de la 
resina indica la presencia de grupos amino primarios libres (test positivo), y por tanto, un 
acoplamiento incompleto. 
Es posible que algunos aminoácidos, como la serina, el ácido aspártico o la asparagina no den la 
coloración azul oscura esperada cuando existen grupos amino libres, si no una coloración rojiza 
de la peptidil-resina. 
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3.2.2. Test de cloranilo 
 
Este ensayo se utiliza para evaluar los acoplamientos sobre aminas secundarias, como la 
prolina250. El reactivo utilizado es una disolución saturada de 2,3,5,6-tetracloro-1,4-
benzoquinona (cloranilo, 75 mg) en tolueno (25 ml). Para realizar el test, se introduce una 
muestra de peptidil-resina seca en un tubo de vidrio (0,5-2 mg) y se añaden 5 gotas de la 
solución de cloranilo y 20 gotas de acetona. Se agita durante 5 minutos a temperatura ambiente. 
Una coloración azul-verdosa indica la presencia de aminas secundarias (test positivo), mientras 
que una coloración amarilla indica la ausencia de aminas secundarias en la peptidil-resina (test 
negativo). Este método no es tan sensible como el test de ninhidrina. 
 
3.2.3. Test de TNBS 
 
Este ensayo permite la detección de aminas primarias y secundarias251. Para llevar a cabo el 
ensayo se utilizan dos soluciones: 
- Reactivo A: una solución de 10% DIEA en DMF. 
- Reactivo B: una disolución de 1% ácido trinitrobencenosulfónico (TNBS) en DMF. 
Para realizar el test, se añaden 3 gotas del reactivo A y 3 gotas del reactivo B a una alícuota de 
peptidil-resina seca (0,5-2 mg) en un tubo pequeño de vidrio. Se agita suavemente. Una 
coloración rojiza de la peptidil-resina (test negativo) indica la presencia de aminas primarias 
libres. Sin embargo, una coloración amarilla (test positivo) indica la ausencia de aminas 
primarias. 
Este test no es muy eficaz en el caso de aminas primarias estéricamente impedidas. 
 
3.3. ELIMINACIÓN DEL GRUPO PROTECTOR Fmoc 
 
La eliminación del Fmoc se realizó, en la mayoría de los casos empleando una disolución básica 
de piperidina en DMF al 20% (tabla 10). Sin embargo, cuando el resultado del test de ninhidrina 
era dudoso, se utilizó una disolución de 1,8-diazabiciclo-[5,4,0]-undec-7-ene (DBU) y piperidina 
en DMF (1:1:48) (tabla 11). 
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Tabla 10. Método A de eliminación del grupo Fmoc. 
Etapa Reactivos Operación Tiempo (min x repeticiones)
1 20% piperidina en DMF Eliminación Fmoc 10 x 2 
2 DMF lavado 1 x 5 
3 
Comprobación mediante test colorimétrico correspondiente a la presencia de grupos amina 
libres (test positivo) 
 
Tabla 11. Método B de eliminación del grupo Fmoc. 
Etapa Reactivos Operación Tiempo (min x repeticiones)
1 piperidina:DBU:DMF (1:1:48) Eliminación Fmoc 5 x 2 
2 DMF lavado 1 x 5 
3 
Comprobación mediante test colorimétrico correspondiente a la presencia de grupos 
amina libres (test positivo) 
 
 
3.4. ELIMINACIÓN DEL GRUPO PROTECTOR ivDde 
 
El grupo ivDde se utilizó para proteger el extremo N’ε de la lisina de forma ortogonal respecto 
al extremo N’α. Su eliminación se llevó a cabo en presencia de hidracina (tabla 12). 
 
Tabla 12. Eliminación del grupo semitemporal ivDde. 
Etapa Reactivos Operación Tiempo (min x repeticiones)
1 2% hidracina en DMF Eliminación ivDde 3 x 5 
2 DMF Lavado 1 x 5 
3 




3.5. TRATAMIENTO FINAL Y SECADO DE LA PEPTIDIL-RESINA 
 
Una vez finalizada la síntesis de la secuencia peptídica deseada, se eliminó el grupo Fmoc del 
extremo N-terminal del último aminoácido empleando las condiciones anteriormente indicadas 
(tabla 10). 
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Posteriormente, se realizó un tratamiento de secado, ya que las resinas que contienen 
polietilenglicol tienen tendencia a retener fuertemente DMF. Además la presencia de restos de 
base puede neutralizar en parte el tratamiento acidolítico por lo que se lavó la resina NovaSyn 
TGR con un ácido débil, el ácido acético. 
Las condiciones utilizadas tanto para la resina NovaSyn TGR como para la resina Cl-trt se 
indican a continuación, en las tablas 13 y 14. 
 
Tabla 13. Tratamiento de secado de la resina NovaSyn TGR. 
Etapa Reactivos Operación Tiempo (min x repeticiones)
1 Ácido acético Lavado 1 x 5 
2 DCM Lavado 1 x 5 
3 MeOH secado 1 x 5 
4 Éter secado 1 x 8 
5 Aplicar vacío secado Hasta peso constante
 
Tabla 14. Tratamiento de secado de la resina cloruro de 2-clorotritilo. 
Etapa Reactivos Operación Tiempo (min x repeticiones)
1 DCM Lavado 1 x 5 
2 MeOH secado 1 x 5 
3 Éter secado 1 x 8 
4 Aplicar vacío secado Hasta peso constante
 
 
3.6. SEPARACIÓN DEL PÉPTIDO DE LA RESINA Y ELIMINACIÓN DE LOS GRUPOS 
PROTECTORES DE LAS CADENAS LATERALES DE LOS AMINOÁCIDOS 
 
Una vez completada la síntesis de la molécula peptídica, se llevó a cabo su separación del 
soporte polimérico y se eliminaron simultáneamente los grupos protectores de las cadenas 
laterales de los aminoácidos.  
La resina Cl-trt también permite la obtención de péptidos totalmente protegidos, es decir, 
conservando protegidas las cadenas laterales de los aminoácidos. Esta cualidad permitió 
posteriormente la modificación del extremo C-terminal de los péptidos protegidos. 
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3.6.1. Resina NovaSyn TGR 
 
La separación del péptido del soporte sólido se llevó a cabo junto con la eliminación simultánea 
de los grupos protectores Boc/tBu. Para ello, se utilizó una mezcla de ácido trifluoroacético 
(TFA) en presencia de los capturadores de carbocationes triisopropilsilano (TIS) y agua 
(95:2,5:2,5) (10-25 ml/g de resina). Tras 3 horas de reacción, se filtró la resina recogiendo el 
péptido en disolución.  
Para aislarlo, se evaporó el TFA bajo una corriente de N2 hasta reducir el volumen 
aproximadamente un 75%, entonces se añadió éter dietílico frío para favorecer la precipitación 
del péptido. La mezcla se centrifugó a 2.500 rpm durante 3 minutos. Se decantó el sobrenadante 
y se lavó el péptido repitiendo este proceso diez veces. Terminados los lavados, se disolvió el 
precipitado en una disolución acuosa de 10-30% de ácido acético. La solución se congeló con 
nieve carbónica y se liofilizó. Una vez liofilizados, los péptidos se conservaron a -20ºC. 
 
3.6.2. Resina Cloruro de 2-clorotritilo 
 
La resina Cl-trt es sensible al medio ácido, por lo que cuando la intención era únicamente 
separar el péptido de la resina, se utilizaron condiciones de acidólisis suaves, 10 ml/g de resina 
de una disolución de 1% TFA en DCM seco (10 x 2 min). Los filtrados se recogieron en un 
matraz que contenía 10% de piridina en metanol (2 ml/g de resina) y se juntaron. 
Posteriormente se lavó la resina con 3-5 ml de DCM (3 x 1 min), 3-5 ml de metanol (3 x 1 min), 
3-5 ml de DCM (2 x 1 min) y 3-5 ml de metanol (3 x 1 min), recogiendo todos los filtrados en el 
mismo matraz. Seguidamente, se evaporó la mezcla a presión reducida. Para ayudar a la 
precipitación del péptido, se añadieron entre 2-5 ml de agua y se enfrió la mezcla con hielo. 
Finalmente, se aisló el péptido por filtración a presión reducida y se secó en el desecador en 
presencia de KOH. 
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3.7. TIOESTERIFICACIÓN DEL EXTREMO C-TERMINAL  
 
3.7.1. Síntesis de 3-mercaptopropanamida 
 
La síntesis de 3-mercaptopropanamida se realizó en colaboración con el Prof. Weng C. Chan, en 
el Centre for Biomolecular Science de la Universidad de Nottingham en Reino Unido, y consta de tres 
etapas:  
- Síntesis del ácido 3-tritilmercaptopropiónico 
Se llevó a cabo la protección del grupo sulfidrilo del ácido 3-mercaptopropiónico. Para ello, se 
disolvieron 2,00 g (7,68 mmol) de trifenilmetanol en TFA y se añadieron 0,74 ml (8,46 mmol) de 
ácido 3-mercaptopropiónico. La mezcla se dejó reaccionando 16 horas en ambiente libre de 
humedad. Se siguió el curso de la reacción por cromatografía en capa fina (CCF) utilizando el 
sistema de eluyentes diclorometano (DCM): metanol (MeOH) 9:1.  
Pasado el tiempo de reacción, se eliminó el TFA a presión reducida y el sólido obtenido se lavó 
con agua MilliQ y posteriormente se secó. El producto resultante se purificó mediante 
recristalización en tolueno y se caracterizó por resonancia magnética nuclear de protón (H-
RMN) y espectrometría de masas mediante electrospray en modo negativo (ES-MS, ES-). 
También se midió su punto de fusión y se determinó su pureza mediante CCF, siendo el sistema 
utilizado DCM:MeOH 9:1. 
 
- Síntesis de 3-tritilmercaptopropanamida 
En primer lugar, se llevó a cabo la activación del grupo carboxilo del ácido 3-
tritilmercatopropiónico (0,50 g, 1,44 mmol) con N-hidroxisuccinamida (0,16 g; 1,44 mmol) en 
presencia de N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (0,32 g, 1,54 mmol) en 10 ml 
tetrahidrofurano (THF). La reacción se siguió mediante CCF (DCM:MeOH, 9:1.) Tras 24 horas 
de reacción en ambiente libre de humedad, el sólido formado durante el proceso, la 
diciclohexilurea (DCU), se eliminó por filtración y el sobrenadante se evaporó a presión 
reducida. Posteriormente, el sólido obtenido se redisolvió en acetona para eliminar 
completamente toda la DCU formada. El sobrenadante final se secó a presión reducida y el 
sólido obtenido se caracterizó por espectrometría de masas mediante electrospray en modo 
positivo (ES+) y H-RMN, siendo éste el éster activado del ácido 3-tritilmercaptopropiónico. 
Seguidamente, el éster se disolvió en 12 ml de THF y se hizo reaccionar con una solución 2M de 
amoniaco en metanol (3 ml, 5,76 mmol, 4 eq.) durante 24 horas. El sólido formado se redisolvió 
en metanol y se eliminó el amoniaco mediante ultrasonidos durante una hora. Se evaporó el 
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disolvente a presión reducida hasta sequedad y el sólido se lavó con agua MilliQ y se filtró. El 
producto, 3-tritilmercaptopropanamida, se caracterizó mediante TLC (DCM:MeOH, 9:1), H-
RMN y espectrometría de masas (ES+).  
 
- Síntesis de 3-mercaptopropanamida 
Se llevó a cabo la detritilación de 3-tritilmercaptopropanamida. Para ello, se disolvió 0,1 g (0,27 
mmol) de 3-tritilmercaptopropanamida en DCM (9 ml) en presencia de 5% de TFA y 5% 
trietilsilano (TES) y se dejó reaccionando durante tres horas. Pasado el tiempo de reacción, se 
eliminó el DCM a presión reducida y se lavó el producto formado con hexano para después 
caracterizarlo por CCF (DCM:MeOH, 9:1), H-RMN y ES+. 
 
3.7.2. Reacción de tioesterificación 
 
La reacción de tioesterificación se puso a punto con la 3-mercaptopropanamida y, 
posteriormente, se llevó a cabo con el éster comercial 3-mercaptopropanoato de metilo. 
Los péptidos que se separaron de la resina totalmente protegidos (5-20 µmol) se derivatizaron 
en su extremo C-terminal bien con la 3-mercaptopropanamida o bien con 3-
mercaptopropanoato de metilo utilizando como activadores del ácido carboxílico la 
carbodiimida soluble en agua (WSCDI) y HOBt (20:15:15). La reacción de tioesterificación se 
llevó a cabo en DMF a 4ºC durante 24 horas. Pasado el tiempo de reacción, se eliminó el DMF 
a presión reducida, se hicieron varios lavados con agua para eliminar el exceso de reactivos y se 
secó el sólido a presión reducida. Finalmente, se eliminaron los grupos protectores de las 
cadenas laterales de los aminoácidos siguiendo los pasos indicados en el apartado anterior (apdo. 
3.6.1). El péptido derivatizado y desprotegido se disolvió en una disolución acuosa al 10% de 
ácido acético, se congeló con nieve carbónica y se liofilizó. 
 
3.8. CICLACIÓN DE PÉPTIDOS TOTALMENTE DESPROTEGIDOS. LIGACIÓN 
QUÍMICA NATIVA INTRAMOLECULAR 
 
La ciclación de los péptidos se llevó a cabo mediante el método de ligación química nativa 
intramolecular. Para ello, los péptidos desprotegidos derivatizados (10-20 µmol) en su extremo 
C-terminal con 3-mercaptopropanoato de metilo se disolvieron en tampón 0,2 M 
Na2HPO4/0,1M ácido cítrico (pH 7,5). La reacción se llevó a cabo en presencia de 3-
mercaptopropanoato de metilo (50-100 µmol, 5 eq.), que actúa como catalizador y de tris(2-
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carboxietil)fosfina (TCEP) (20-40 µmol, 2 eq.), que es un reductor de puentes disulfuro203. Las 
reacciones se siguieron por cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) a escala analítica. El 
tiempo de reacción varió en función del péptido, siendo 48h el máximo tiempo de reacción 
ensayado. 
 
3.9. UNIÓN DE PÉPTIDOS CÍCLICOS AL NÚCLEO DE LISINAS. REACCIÓN DE 
TIOETERIFICACIÓN 
 
Una vez ciclados los péptidos, se llevó a cabo su unión al núcleo de lisinas derivatizado en sus 
extremos amino con ácido cloroacético. Esta reacción consiste en una reacción de sustitución 
nucleófila entre el tiol del péptido cíclico y el núcleo de lisinas. 
Se ensayaron varios medios de reacción con tres ciclos de diferente longitud con el fin de 
obtener los MAPs tetraméricos homogéneos correspondientes en cada caso, así como para 
obtener MAPs tetraméricos de tipo lineal-cíclico. 
A continuación se resumen las condiciones de reacción ensayadas (tabla 15). Los tiempos de 
reacción son aproximados. 
 
Tabla 15. Condiciones ensayadas en la reacción de tioeterificación. (T. amb.: Temperatura 
ambiente). 
 Medio de reacción pH T/ºC t/h 
1 0,02 M Na2HPO4 /0,01M EDTA/DMF, Ar
197 7,5 T amb. 48-72 
2 0,2 M Tris/2 M Guan·Cl204, 205 7,6 50 48 
3 DMF anh./ TBAI, N2
212 - T amb. 21-48 
4 0,1 M Tris-HCl, N2
213, 214 8,2 T amb. 24-48 
 
 
Finalmente, las condiciones de reacción con el que se obtuvieron mejores resultados fueron las 
descritas en la tabla 15, indicadas con el número 4. 
En primer lugar, se disolvió el núcleo de lisinas cloroacetilado (0,4 mg, 0,5 µmol) en tampón 
Tris-HCl 0,1 M a pH 8,2; después, se fueron añadiendo a la solución alícuotas de los péptidos 
cíclicos en fase sólida (0,62 µmol, 8 eq.), cada 15 minutos aproximadamente. La mezcla se dejó 
reaccionando en atmósfera inerte de nitrógeno. La reacción se siguió por HPLC analítico y 
MALDI-TOF. Finalmente, la reacción se acidificó con TFA (pH~3) y los productos formados 
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se aislaron mediante HPLC semipreparativo. Éstos se caracterizaron mediante HPLC analítico, 
ES+ y MALDI-TOF. 
 
3.10. TÉCNICAS CROMATOGRÁFICAS 
 
3.10.1. Cromatografía en capa fina 
 
La cromatografía en capa fina se realizó en DCM:MeOH (9:1) sobre gel de sílice en soporte de 
aluminio. En el caso de la detección de moléculas con grupos aromáticos (3-
tritilmercaptopropiónico y 3-tritilmercaptopropanamida), el revelado se llevó a cabo con luz 
ultravioleta colocando las capas finas directamente bajo la lámpara. 
En la caracterización de 3-mercaptopropanamida, se utilizó una solución de ninhidrina para 
revelar la capa fina. Esta solución consiste en una disolución de ninhidrina al 0,5% en acetona. 
La placa se  pulveriza con esta solución y se calienta a 110 ºC durante 2-3 minutos. La presencia 
de grupos amino libres se manifiesta por la aparición de una coloración violeta. 
 
3.10.2. Extracción en fase sólida 
 
Los péptidos ramificados se desalaron mediante extracción en fase sólida en columnas C18 Oasis 
HLB Extraction 3,9 x 150 mm (Waters). En la tabla 16, se definen las condiciones utilizadas. 
Los filtrados recogidos, se caracterizaron por HPLC analítico y UPLC-ES-UV con el fin de 
comprobar que el péptido quedaba retenido en la columna y que eluía en la etapa 5. 
 
 
Tabla 16. Tratamiento seguido en la desalación de los péptidos. 
Etapa Reactivos Volumen/ml 
1 MeOH 5 
2 H2O Milli Q 5
3 Péptido (H2O:ACN) 1
4 H2O + 0,1% TFA 5
5 H2O:ACN (1:4) + 0,1% TFA 5
6 100% ACN 5
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3.10.3. Cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) a escala analítica 
 
La caracterización de los productos por HPLC a escala analítica se llevó a cabo en un 
cromatógrafo Perkin-Elmer constituido por un sistema binario de bombas LC-250, un detector 
Diodo Array LC-235 e inyector manual. También se empleó un cromatógrafo Agilent 1260 
Infinity. Se utilizaron las columnas de fase reversa Kromasil C8 y C18 4,6 x 250 mm y un tamaño 
de partícula de 5 µm (Tecknocroma) y la columna C18  Poroshell 300-SB 2,1 x 75 mm, 5 µm de 
tamaño de partícula (Agilent Technologies). Los péptidos se eluyeron a un flujo de 1 ml/min y 
un gradiente lineal de los disolventes A y B (A: H2O con 0,05% de TFA; B: ACN con 0,05% de 
TFA). La detección se realizó a 220 y 280 nm. 
 
3.10.4. Cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) a escala 
semipreparativa 
 
Las moléculas peptídicas sintetizadas se purificaron por HPLC a escala semipreparativa con las 
columnas Kromasil (Tecknocroma) de fase reversa C8 y C18, 22 x 250 mm y un tamaño de 
partícula de 5 µm, en un cromatógrafo Waters Delta Prep 400;  y la columna C18 XBridge 
BEH300, 10 x 250 mm y 5 µm de tamaño de partícula, en un cromatógrafo Agilent 1260 
Infinity. Se utilizó un flujo de elución de 3,5 ml/min con un gradiente lineal de los disolventes A 
y B (A: H2O con 0,05% TFA; B: ACN con 0,05%TFA). La detección se realizó a 220 nm. Las 
fracciones recogidas durante la purificación de los diferentes péptidos, se caracterizaron 
mediante HPLC analítico y espectrometría de masas (UPLC-ES-UV y/o MALDI-TOF). 
 
3.10.5. Cromatografía líquida de ultra resolución (UPLC) 
 
La caracterización mediante UPLC, acoplado a un espectrómetro de masas y a un detector 
ultravioleta (UPLC-ES-UV), permitió conocer la masa correspondiente a cada pico 
cromatográfico.  
Se empleó para ello un cromatógrafo UPLC ACQUITY (Waters) con un detector UV en serie 
(Waters) acoplado a un detector líquido-masas de tiempo de vuelo (LC-TOF) (apdo. 3.8.1). En 
el caso de los péptidos lineales y cíclicos, se utilizó una columna en fase reversa ACQUITY 
UPLC BEH C18 2,1 x 100 mm y tamaño de partícula 1,7 µm (Waters). Para la caracterización de 
las moléculas ramificadas se utilizó una columna en fase reversa UHPLC Zorbax SB C18 2,1 x 
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150 mm, 1,8 µm (Agilent Technologies). En todos los casos, los péptidos se eluyeron a un flujo 
0,3 ml/min y un gradiente lineal de los disolventes A y B (A: H2O con 20 mM HCOOH; B: 
ACN con 20 mM HCOOH). La detección se realizó a 220 y 280 nm. 
 
3.11. ESPECTROMETRÍA DE MASAS  
 
3.11.1. Espectrometría de masas por ionización por electrospray (ESI)  
 
La medida de masas por electrospray (ES) consiste en la generación de un spray de iones de la 
muestra a una determinada energía en la cámara de ionización. Estos iones pasan al analizador 
mediante una serie de lentes con un voltaje determinado. Para ello, se utilizó un detector 
líquido-masas de tiempo de vuelo (LC-TOF) LCT Premier XE (Micromass Waters) con una 
interfase electrospray positiva (ES+) o negativa (ES-), en función de si la molécula a analizar. 
 
3.11.2. Espectrometría de masas MALDI-TOF 
 
La espectrometría de masas MALDI-TOF utiliza el láser como fuente de ionización y consiste 
en bombardear directamente sobre la muestra cristalizada constituida por una mezcla del 
péptido y una matriz.  
La preparación de la muestra se realizó mezclando 1 µl de solución del péptido (1-2 µg/µl) con 
1µl de solución de matriz. Posteriormente, 0,5 µl de la mezcla se colocan en la placa de MALDI 
y se deja secar a temperatura ambiente. 
Las matrices utilizadas fueron el ácido sinapínico (SA), el ácido hidroxicinámico (HCCA) y el 
ácido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB). Se utilizó un espectrómetro Autoflex III Smartbeam 
(Bruker Daltonics) y una placa MTP 384 polished steel (Bruker). Como método de adquisición se 
utilizó el método lineal con un voltaje de polaridad positiva. 
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4. SÍNTESIS DE CONSTRUCCIONES PEPTÍDICAS DERIVADAS DEL 
EXTREMO N-TERMINAL DE LA PROTEÍNA E2 DEL GBV-C 
 
Todos las moléculas peptídicas se sintetizaron manualmente en fase sólida siguiendo la 
estrategia de protección Fmoc/tBu. Se utilizaron dos tipos de resina: NovaSyn TGR, con 
funcionalización de 0,29 mmol/g, en el caso de los núcleos de lisina y los MAPs; y Cl-trt, con 
funcionalización de 1,3 mmol/g, en el caso de los péptidos lineales y cíclicos. 
 
4.1. SÍNTESIS DEL PÉPTIDO LINEAL E2(7-26) (LP1E2) 
 
La síntesis del LP1E2 (H2N-GSRPFEPGLTWQS[Abu]S[Abu]RANG-COOH) se llevó a cabo a 
partir de 200 Mg de resina Cl-trt (1,3 mmol/g, 0,26 mmol). Tras hinchar la resina durante 15 
minutos con 3 ml de 0,1% de DIEA en DCM seco (apdo. 3.1.1.2), se añadió el aminoácido 
Fmoc-Gly-OH (38,6 mg, 0,13 mmol) en defecto de equivalentes, disuelto en DCM en presencia 
de 89 µl de DIEA (0,52 mmol, 4 eq.), con el objetivo de reducir su funcionalidad a 
aproximadamente la mitad (0,65 mmol/g, 0,13 mmol). Se agitó a temperatura ambiente durante 
1 hora, se filtró la resina y se lavó con 5 ml de DCM (3 x 1 min), 5 ml de DMF (2 x 1 min) y 
nuevamente con DCM (2 x 1 min). Una vez seca la resina sobre KOH (24 h) a temperatura 
ambiente, se evaluó el grado de unión del primer aminoácido (apdo. 3.1.2). Con una solución de 
DCM:MeOH:DIEA (17:2:1) (5 ml, 4 x 5 min) se bloquearon los puntos reactivos de la resina y 
se lavó posteriormente con 5 ml de DCM (3 x 1 min). 
 
Se desprotegió el extremo α-amino con 10 ml de 20% de piperidina en DMF (2 x 10 min) (apdo. 
3.3.) y se hicieron lavados de la resina con 10 ml de DMF (5 x 1 min). La eficiencia de la 
reacción se evaluó mediante el test de ninhidrina (apdo. 3.2.1). El acoplamiento del resto de 
aminoácidos de la secuencia peptídica [Fmoc-Asn(trt)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-
OH, Fmoc-Abu-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Gln(trt)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-
Thr(tBu)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Glu(tBu)-OH, Fmoc-
Phe-OH] se realizó como se ha indicado en el método C del apartado 3.1.3 (tabla 7) (0,39 mmol, 
3 eq.), utilizando como activadores DIEA (132,7 µl, 0,78 mmol, 6 eq.) y HATU (148,3 mg, 0,39 
mmol, 3 eq.). La eliminación del grupo Fmoc del extremo α-amino de cada aminoácido se llevó 
a cabo siguiendo el protocolo del apartado 3.3. La eficacia de las etapas de acoplamiento y 
desprotección se comprobó mediante el test de ninhidrina, excepto cuando el residuo era 
prolina, treonina o serina. Para evaluar tanto la eliminación del grupo Fmoc del aminoácido 
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como el acoplamiento con el siguiente se empleó el test de cloranilo (apdo. 3.2.2) en el caso de 
la prolina, y el test de TNBS (apdo. 3.2.3) en el caso de la serina y la treonina. 
 
El grupo Fmoc del último aminoácido se eliminó con 10 ml de 20% de piperidina en DMF (2 x 
10 min), y posteriormente se lavó la peptidil-resina con 10 ml de DMF (5 x 1 min). Se utilizó el 
test de ninhidrina para determinar la eficiencia de la desprotección. Se secó la peptidil-resina tal 
y como se indica en el procedimiento de la tabla 13 del apartado 3.5. Se separó el péptido de una 
alícuota de peptidil-resina (~30 mg) siguiendo el protocolo del apartado 3.6.1. 
 
4.2. SÍNTESIS DEL PÉPTIDO LINEAL E2(11-26) (LP2E2) 
 
La síntesis del péptido LP2E2 (H2N-FEPGLTWQS[Abu]S[Abu]RANG-COOH) se realizó 
partiendo de 200 mg de resina Cl-trt (1,3 mmol/g, 0,26 mmol). Se hinchó la resina durante 15 
minutos con 3 ml de 0,1% de DIEA en DCM seco (apdo. 3.1.1.2). Se añadió el primer 
aminoácido, Fmoc-Gly-OH, en defecto de equivalentes (38,6 mg, 0,13 mmol), disuelto en DCM 
y junto con 89 µl de DIEA (0,52 mmol, 4 eq.), con el objetivo de reducir su funcionalidad a 
aproximadamente la mitad (0,65 mmol/g, 0,13 mmol). La mezcla se agitó a temperatura 
ambiente durante 1 hora. Se filtró la resina y se lavó con 5 ml de DCM (3 x 1 min), 5 ml de 
DMF (2 x 1 min) y nuevamente con DCM (2 x 1 min). Posteriormente, se secó sobre KOH en 
el desecador durante 24 h a temperatura ambiente y se evaluó el grado de unión del aminoácido 
a la resina (apdo. 3.1.2). Los puntos reactivos de la resina se bloquearon con 5 ml de una 
solución de DCM:MeOH:DIEA (17:2:1) (4 x 5 min). Por último, se lavó la resina con 5 ml de 
DCM (3 x 1 min). 
 
Se eliminó el grupo Fmoc del extremo α-amino con 10 ml de 20% de piperidina en DMF (2 x 
10 min) (apdo. 3.3) y se lavó con 10 ml de DMF (5 x 1 min). Se determinó la eficiencia de la 
reacción mediante el test de ninhidrina (apdo. 3.2.1). El acoplamiento del resto de aminoácidos 
de la secuencia peptídica [Fmoc-Asn(trt)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-
Abu-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Gln(trt)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, 
Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Glu(tBu)-OH, Fmoc-Phe-OH] se 
realizó tal y como se indica en el apartado 3.1.3 (método C, tabla 7), empleando DIEA (132,7 µl, 
0,78 mmol, 6 eq.) y HATU (148,3 mg, 0,39 mmol, 3 eq.). La eliminación del grupo Fmoc del 
extremo α-amino de cada aminoácido se realizó como se indica en el apartado 3.3. Se comprobó 
la eficacia de los acoplamientos y desprotecciones del grupo N-α de los aminoácidos mediante el 
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test de ninhidrina, excepto cuando el residuo era prolina, serina o treonina. En el caso de la 
prolina, se empleó el test de cloranilo (apdo. 3.2.2) para evaluar tanto la eliminación del grupo 
Fmoc de este aminoácido como el acoplamiento con el siguiente. En el caso de la serina y la 
treonina, se utilizó el test del TNBS (apdo. 3.2.3) para evaluar las etapas anteriormente 
mencionadas. 
Incorporado el último aminoácido de la secuencia, se eliminó el grupo protector Fmoc con 10 
ml de 20% de piperidina en DMF (2 x 10 min) y la peptidil-resina se lavó con 10 ml de DMF (5 
x 1 min). Se utilizó el test de ninhidrina para determinar la eficiencia de la desprotección. Por 
último, se secó la peptidil-resina siguiendo el procedimiento indicado en el apartado 3.5 (tabla 
13) y se separó el péptido de una alícuota de peptidil-resina (~30 mg) tal y como se explica en el 
apartado 3.6.1. 
 
4.3. SÍNTESIS DEL PÉPTIDO LINEAL E2(17-26) (LP3E2) 
 
El péptido LP3E2 (H2N-WQS[Abu]S[Abu]RANG-COOH) se sintetizó a partir de 223 mg de 
resina Cl-trt (1,3 mmol/g, 0,29 mmol). En primer lugar, se hinchó la resina durante 15 minutos 
con 3 ml de 0,1% de DIEA en DCM seco (apdo. 3.1.1.2). Tras filtrar la resina, se redujo su 
funcionalidad a aproximadamente la mitad (0,65 mmol/g, 0,14 mmol). Para ello, se añadió el 
primer aminoácido, Fmoc-Gly-OH, en defecto de equivalentes (38,6 mg, 0,13 mmol), disuelto 
en DCM y junto con 89 µl de DIEA (0,52 mmol, 4 eq.). La mezcla se agitó durante 1 hora a 
temperatura ambiente. Posteriormente, se filtró la resina y se lavó con 5 ml de DCM (3 x 1 min), 
5 ml de DMF (2 x 1 min) y de nuevo con DCM (2 x 1 min). Se secó sobre KOH en el 
desecador durante 24 h a temperatura ambiente y se determinó el grado de unión del 
aminoácido a la resina (apdo. 3.1.2). Los puntos reactivos de la resina, en los que no se había 
unido el aminoácido, se bloquearon con 5 ml de una solución de DCM:MeOH:DIEA (17:2:1) (4 
x 5 min). Finalmente, se lavó la resina con 5 ml de DCM (3 x 1 min), 5 ml de DMF (2 x 1 min) y 
5 ml de DCM (2 x 1 min). Se hizo un último lavado con 5 ml de DMF (3 x 1 min) antes de 
continuar con el proceso de síntesis. 
 
Se eliminó el grupo Fmoc tratando la resina con 10 ml de 20% de piperidina en DMF (2 x 10 
min) (apdo. 3.3). Se lavó con 10 ml de DMF (5 x 1 min) y se evaluó la eficiencia de la 
desprotección del grupo α-amino mediante el test de ninhidrina (apdo. 3.2.1). El acoplamiento 
del resto de aminoácidos de la secuencia peptídica [Fmoc-Asn(trt)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-
Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Abu-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Gln(trt)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH] 
Materiales y métodos 
214 
se realizó  siguiendo el método C del apartado 3.1.3 (tabla 7) (0,43 mmol, 3 eq.), utilizando 
DIEA (147,9 µl, 0,87 mmol, 6 eq.) y HATU (165,4 mg, 0,43 mmol, 3 eq.). El grupo protector 
Fmoc del extremo α-amino de cada aminoácido se eliminó siguiendo el procedimiento del 
apartado 3.3. La eficacia de los acoplamientos y desprotecciones se comprobó mediante el test 
de ninhidrina y el test del TNBS (apdo. 3.2.3) en el caso del residuo serina, tanto en la etapa de 
eliminación de su grupo protector como en la etapa de acoplamiento del aminoácido siguiente. 
 
Una vez incorporado el último aminoácido de la secuencia, se eliminó el grupo Fmoc con 10 ml 
de 20% de piperidina en DMF (2 x 10 min) y se lavó la peptidil-resina con 10 ml de DMF (5 x 1 
min). Tras evaluar la eficiencia de la desprotección con el test de ninhidrina se secó la peptidil-
resina siguiendo el procedimiento del apartado 3.5 (tabla 13) y se separó el péptido de una 
alícuota de peptidil-resina (~30 mg) tal y como se indica en el apartado 3.6.1. 
 
4.4. SÍNTESIS DEL PÉPTIDO LINEAL NS4a(27-43) 
 
Se llevó a cabo la síntesis del péptido lineal NS4a(27-43) (H2N-
TDWDVKGGGSPLYRHGDG-COOH) partiendo de 200 mg de resina Cl-trt (1,3 mmol/g, 
0,26 mmol). La resina se hinchó con 3 ml de 0,1% de DIEA en DCM seco durante 15 minutos 
(apdo. 3.1.1.2). El primer aminoácido, Fmoc-Gly-OH, se añadió disuelto en DCM en defecto de 
equivalentes (38,6 mg, 0,13 mmol), y en presencia de 89 µl de DIEA (0,52 mmol, 4 eq.), con el 
objetivo de reducir su funcionalidad a aproximadamente la mitad (0,65 mmol/g, 0,13 mmol). 
Tras 1 hora de agitación a temperatura ambiente, se lavó con 5 ml de DCM (3 x 1 min), 5 ml de 
DMF (2 x 1 min) y de nuevo con DCM (2 x 1 min). Se secó sobre KOH en el desecador 
durante 24 h a temperatura ambiente y se comprobó el grado de unión del aminoácido a la 
resina (apdo. 3.1.2). Los puntos reactivos de la resina se bloquearon con 5 ml de una solución de 
DCM:MeOH:DIEA (17:2:1) (4 x 5 min) y se lavó la resina con 5 ml de DCM (3 x 1 min). 
 
Se eliminó el grupo Fmoc del extremo α-amino con 10 ml de 20% de piperidina en DMF (2 x 
10 min) (apdo. 3.3) y se lavó con 10 ml de DMF (5 x 1 min). Se evaluó la eficacia de la reacción 
mediante el test de ninhidrina (apdo. 3.2.1). El acoplamiento del resto de aminoácidos de la 
secuencia peptídica [Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Asp(tBu)-OH, Fmoc-His(trt)-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-
OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-
Lys(Boc)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH] se realizó tal y como 
se indica en el apartado 3.1.3 (método C,  tabla 7) (0,39 mmol, 3 eq.), empleando DIEA (132,7 
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µl, 0,78 mmol, 6 eq.) y HATU (148,3 mg, 0,39 mmol, 3 eq.). La eliminación del grupo Fmoc del 
extremo α-amino de cada aminoácido se realizó siguiendo lo indicado en el apartado 3.3. La 
eficacia de las reacciones de acoplamiento y desprotección del extremo N-α de los aminoácidos 
se comprobó mediante el test de ninhidrina, excepto cuando el residuo era serina, treonina o 
prolina. Tanto para evaluar la eliminación del grupo Fmoc del aminoácido como el 
acoplamiento con el siguiente, se empleó el test de cloranilo (apdo. 3.2.2) para la prolina. 
 
Una vez incorporado el último aminoácido de la secuencia, se eliminó el grupo Fmoc con 10 ml 
de 20% de piperidina en DMF (2 x 10 min) y se lavó con 10 ml de DMF (5 x 1 min). Se utilizó 
el test de ninhidrina para determinar la eficiencia de la desprotección. Por último, se secó la 
peptidil-resina tal y como se indica en el apartado 3.5 (tabla 13) y se separó el péptido de una 
alícuota de peptidil-resina (~30 mg) siguiendo el procedimiento del apartado 3.6.1. 
 
4.5. SÍNTESIS DEL PÉPTIDO CÍCLICO E2(7-26) (CP1): Cyc-HT-CysE2(7-26) 
 
El péptido cíclico CP1 se sintetizó a partir de 300 mg de peptidil-resina del péptido lineal LP1E2 
(apdo. 4.1), siendo la nueva funcionalización 0,27 mmol/g. Para ello, se hinchó la peptidil-resina 
con DMF durante aproximadamente 1 hora y posteriormente se incorporó al extremo N-
terminal del péptido LP1E2 el residuo Boc-Cys(trt)-OH (112,7 mg, 0,24 mmol, 3 eq) disuelto en 
la mínima cantidad de DMF (apdo. 3.1.3, tabla 7). Se utilizaron como reactivos DIEA (82,7 µl, 
0,49 mmol, 6 eq.) y HATU (92,4 mg, 0,24 mmol, 3 eq.). Tras los lavados con 10 ml de DMF (5 
x 1 min), el acoplamiento se evaluó con el test de ninhidrina (apdo. 3.2.1).  
La peptidil-resina se secó siguiendo el procedimiento indicado en el apartado 3.5 (tabla 13) y 
posteriormente se separó el péptido de la peptidil-resina con una solución de 1% TFA en DCM, 
como se indica en el apartado 3.3.2. 
 
Se derivatizó el extremo C-terminal del péptido (33 mg, 8,33 µmol) mediante la reacción de 
tioesterificación con el éster 3-mercaptopropanoato de metilo (20 µl, 0,167 mmol, 20 eq.), junto 
con WSCDI (24 mg, 0,12 mmol, 15 eq.) y HOBt (17 mg, 0,12 mmol, 15 eq.) en DMF (1 mM) a 
4ºC durante 24 horas. Se siguió el protocolo indicado en el apartado 3.7.2. Seguidamente, se 
eliminaron los grupos protectores de las cadenas laterales de los aminoácidos y el grupo Boc que 
protegía el extremo N-terminal, con 15 ml de la mezcla acidolítica 95% TFA, 2,5% H2O y 2,5% 
TIS siguiendo el procedimiento indicado en el apartado 3.6.1. 
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La reacción de ciclación del Cys-LP1E2 tioesterificado (15 mg, 6,5 µmol) se llevó a cabo a una 
concentración de 1 mg/ml en tampón 0,2 M Na2HPO4/0,1 M ácido cítrico (pH 7,5)  en 
presencia de TCEP (3,7 mg, 13 µmol, 2 eq.) y del éster 3-mercaptopropanoato de metilo (4 µl, 
32,5 µmol, 5 eq.), tal y como se explica en el apartado 3.8. 
 
4.6. SÍNTESIS DEL PÉPTIDO CÍCLICO E2(11-26) (CP2): Cyc-HT-CysE2(11-26) 
 
Se sintetizó el péptido CP2 a partir de 253 mg de peptidil-resina del péptido lineal LP2E2 (apdo. 
4.2), cuya nueva funcionalización era 0,31 mmol/g. Tras hinchar la peptidil-resina con DMF 
durante 1 hora, se incorporó al extremo N-terminal del péptido LP2E2, disuelto en la mínima 
cantidad de DMF, el residuo Boc-Cys(trt)-OH (109,1 mg, 0,24 mmol, 3 eq), utilizando los 
reactivos DIEA (80 µl, 0,47 mmol, 6 eq.) y HATU (89,5 mg, 0,24 mmol, 3 eq.) (apdo. 3.1.3, 
método C). El acoplamiento se evaluó con el test de ninhidrina (apdo. 3.2.1) después de los 
lavados con 10 ml de DMF (5 x 1 min).  
Se secó la peptidil-resina siguiendo el procedimiento del apartado 3.5 (tabla 13) y se separó el 
péptido de la peptidil-resina con una solución de 1% TFA en DCM (apdo. 3.3.2). 
 
Se tioesterificó el extremo C-terminal del péptido protegido (22,8 mg, 29,6 µmol) con el éster 3-
mercaptopropanoato de metilo (16 µl, 0,15 mmol, 20 eq.), WSCDI (21,2 mg, 0,11 mmol, 15 eq.) 
y HOBt (15 mg, 0,11 mmol, 15 eq.) en DMF (1 mM) a 4ºC durante 24 horas. Se siguió el 
protocolo indicado en el apartado 3.7.2. Posteriormente, se eliminaron los grupos protectores de 
las cadenas laterales de los aminoácidos y el grupo Boc que protegía el extremo N-terminal, con 
10 ml de la mezcla acidolítica 95% TFA, 2,5% H2O y 2,5% TIS siguiendo el procedimiento 
indicado en el apartado 3.6.1. 
 
La reacción de ciclación del Cys-LP2E2 tioesterificado (11,6 mg, 6 µmol) se llevó a cabo a una 
concentración de 1 mg/ml en tampón 0,2 M Na2HPO4/0,1 M ácido cítrico (pH 7,5)  en 
presencia de TCEP (3,4 mg, 12 µmol, 2 eq.) y del éster 3-mercaptopropanoato de metilo (4 µl, 
30 µmol, 5 eq.), tal y como se explica en el apartado 3.8. 
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4.7. SÍNTESIS DEL PÉPTIDO CÍCLICO E2(17-26) (CP3): Cyc-HT-CysE2(17-26) 
 
La síntesis del péptido cíclico CP3 se llevó a cabo partiendo de 155 mg de peptidil-resina del 
péptido lineal LP3E2 (apdo. 4.3), siendo la nueva funcionalización 0,38 mmol/g. Se hinchó la 
peptidil-resina con DMF durante 1 hora y se incorporó al extremo N-terminal del péptido el 
residuo Boc-Cys(trt)-OH (81,9 mg, 0,18 mmol, 3eq), empleando los reactivos DIEA (60,1 µl, 
0,35 mmol, 6 eq.) y HATU (67,2 mg, 0,18 mmol, 3 eq.) y disolviéndolo en la mínima cantidad 
de DMF (apdo. 3.1.3, tabla 7). El acoplamiento se evaluó con el test de ninhidrina (apdo. 3.2.1), 
tras los lavados con aproximadamente 10 ml de DMF (5 x 1 min).  
La peptidil-resina se secó como se indica en la tabla 13 del apartado 3.5 y se separó el péptido de 
la peptidil-resina con una solución de 1% TFA en DCM (apdo. 3.3.2). 
 
La tioesterificación del extremo C-terminal del Cys-LP3E2 protegido (52,3 mg, 23,1 µmol) se 
llevó a cabo siguiendo el procedimiento indicado en el apartado 3.7.2, con el éster 3-
mercaptopropanoato de metilo (51,2 µl, 0,46 mmol, 20 eq.), WSCDI (66,2 mg, 0,35 mmol, 15 
eq.) y HOBt (47,3 mg, 0,35 mmol, 15 eq.) en DMF (1 mM) a 4ºC durante 24 horas. Se 
eliminaron los grupos protectores de las cadenas laterales de los aminoácidos y el grupo Boc que 
protegía el extremo N-terminal, con 10 ml de la mezcla acidolítica 95% TFA, 2,5% H2O y 2,5% 
TIS siguiendo el protocolo indicado en el apartado 3.6.1. 
 
Posteriormente, se cicló el péptido Cys-LP3E2 tioesterificado (12,2 mg, 9,5 µmol) a una 
concentración de 1 mg/ml en tampón 0,2 M Na2HPO4/0,1 M ácido cítrico (pH 7,5)  en 
presencia de TCEP (5,4 mg, 19 µmol, 2 eq.) y del éster 3-mercaptopropanoato de metilo (26 µl, 
47,5 µmol, 5 eq.), como se explica en el apartado 3.8. 
 
4.8. SÍNTESIS DEL PÉPTIDO CÍCLICO NS4a(27-43): Cyc-HT-CysNS4a(27-43) 
 
Se sintetizó el péptido Cyc-HT-CysNS4a(27-43) a partir de 180 mg de peptidil-resina del 
péptido lineal NS4a(27-43) (apdo. 4.4), siendo la nueva funcionalización 0,27 mmol/g. En 
primer lugar, se hincó la peptidil-resina con DMF durante 1 hora, y posteriormente se incorporó 
al extremo N-terminal del péptido NS4a(27-43) el residuo Boc-Cys(trt)-OH (67,6 mg, 0,15 
mmol, 3 eq.) disuelto en la mínima cantidad de DMF (apdo. 3.1.3, tabla 7), en presencia de 
DIEA (49,6 µl, 0,29 mmol, 6 eq.) y HATU (55,4 mg, 0,15 mmol, 3 eq.). Tras los lavados con 10 
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ml de DMF (5 x 1 min), se empleó el test de ninhidrina para evaluar el acoplamiento (apdo. 
3.2.1). 
Se secó la peptidil-resina siguiendo el procedimiento del apartado 3.5 (tabla 13) y, con una 
solución de 1% TFA en DCM, se separó el péptido de la peptidil-resina (apdo. 3.3.2). 
 
Se tioesterificó el extremo C-terminal del péptido protegido (30,3 mg, 8,89 µmol) con 3-
mercaptopropanamida (18,7 mg, 0,18 mmol, 20 eq.), WSCDI (24,8 mg, 0,13 mmol, 15 eq.) y 
HOBt (17,6 mg, 0,13 mmol, 15 eq.) en DMF (1 mM) a 4ºC durante 24 horas, para ello se siguió 
el protocolo del apartado 3.7.2. Seguidamente, se eliminaron los grupos protectores de las 
cadenas laterales de los aminoácidos y el grupo Boc que protegía el extremo N-terminal, con 10 
ml de la mezcla acidolítica 95% TFA, 2,5% H2O y 2,5% TIS siguiendo el procedimiento 
indicado en el apartado 3.6.1. 
 
La reacción de ciclación del péptido CysNS4a(27-43) tioesterificado (6,7 mg, 3,2 µmol) se realizó 
tal y como se explica en el apartado 3.8, en presencia de TCEP (1,8 mg, 6,4 µmol, 2 eq.) y de 3-
mercaptopropanamida (1,7 mg, 16 µmol, 5 eq.), a una concentración de 1 mg/ml en tampón 0,2 
M Na2HPO4/0,1 M ácido cítrico (pH 7,5). 
 
4.9. MAP TETRAMÉRICO DE TIPO LINEAL HETEROGÉNEO (MAPE2/NS4) 
 
La formación del MAPE2/NS4 puede dividirse fundamentalmente en tres etapas: la síntesis del 
núcleo de lisinas ortogonalmente protegido, la síntesis sobre los extremos Nα de dicho núcleo 
de dos cadenas lineales correspondientes a la secuencia E2(7-26) (MAP dimérico) y por último, 
la síntesis de las dos cadenas lineales de la secuencia NS4a(27-43) en los extremos N’ε del núcleo 
de lisinas. Cada una de estas etapas se describe a continuación. 
 
4.9.1. Núcleo de lisinas ortogonalmente protegido 
 
El núcleo de lisinas tetramérico ortogonalmente protegido se sintetizó para la formación del 
MAP de tipo lineal heterogéneo y para la síntesis del MAP de tipo lineal-cíclico.  
Para ello, se partió de 1 g de resina NovaSyn TGR (0,29 mmol/g, 0,29 mmol). En primer lugar, 
se hinchó la resina durante 1 hora con 10 ml de DMF. Posteriormente, se incorporó el primer 
aminoácido, Fmoc-βAla-OH, (270,8 mg, 0,87 mmol, 3 eq.), junto con HOBt (117,6 mg, 0,87 
mmol, 3 eq.) y DIPCDI (133,9 µl, 0,87 mmol, 3 eq.) en la mínima cantidad de DMF (apdo. 
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3.1.1.1). Se dejó reaccionando 150 minutos a temperatura ambiente agitando con frecuencia. 
Acabada la reacción, se filtró la resina y se lavó con 10 ml DMF (5 x 1 min). Se evaluó 
cualitativamente la eficiencia del acoplamiento mediante el test de ninhidrina (apdo. 3.2.1).  
Se eliminó el grupo Fmoc tratando la resina con 10 ml de una disolución de 20% de piperidina 
en DMF (2 x 10 min) (apdo. 3.3). Se lavó la resina con 10 ml de DMF (5 x 1 min) y se 
determinó la eficiencia de eliminación del grupo protector del utilizando el test de ninhidrina.  
 
Se incorporó el siguiente aminoácido, Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, una lisina protegida tanto en el 
extremo α-amino como en el extremo ε-amino con un grupo Fmoc (513,9 mg, 0,87 mmol, 3 
eq.), junto con HOBt (117,6 mg, 0,87 mmol, 3 eq.) y DIPCDI (133,9 µl, 0,87 mmol, 3 eq.) en la 
mínima cantidad de DMF (apdo. 3.1.3, método A). Tras la reacción de 150 minutos a 
temperatura ambiente, se filtró la resina y se lavó con 10 ml de DMF (5 x 1 min). Se realizó el 
test de ninhidrina para evaluar cualitativamente la eficiencia del acoplamiento. 
Se eliminó el grupo Fmoc tratando la peptidil-resina con 10 ml de una disolución de 20% de 
piperidina en DMF (2 x 10 min) (apdo. 3.3). Se lavó la peptidil-resina con 10 ml de DMF (5 x 1 
min) y se determinó la eficiencia de eliminación del grupo protector del extremo α- y ε-amino 
utilizando el test de ninhidrina.  
 
Seguidamente se hizo reaccionar, durante 150 minutos a temperatura ambiente con agitación 
frecuente, el siguiente aminoácido, Fmoc-Lys(ivDde)-OH (1 g, 1,74 mmol, 6 eq.) en presencia 
de HOBt (235,1 mg, 1,74 mmol, 6 eq.) y DIPCDI (267,8 µl, 1,74 mmol, 6 eq.), disuelto en la 
mínima cantidad de DMF (apdo. 3.1.3, método A). Esta lisina estaba ortogonalmente protegida, 
en el extremo α-amino con un grupo Fmoc y en el extremo ε-amino con un grupo ivDde, lábil 
únicamente al tratamiento con 2% de hidracina. Pasado el tiempo de reacción, se lavó la 
peptidil-resina y se realizó el test de ninhidrina. Se eliminó el grupo Fmoc tratando la peptidil-
resina con 10 ml de una disolución de 20% de piperidina en DMF (2 x 10 min) (apdo. 3.3). 
Finalmente, se lavó con 10 ml de DMF (5 x 1 min) y se comprobó la eficiencia de eliminación 
del grupo protector Fmoc con el test de ninhidrina. 
Se secó una alícuota de peptidil-resina (~20 mg) siguiendo el procedimiento del apartado 3.5 
(tabla 13) y se separó el péptido de la resina con 2 ml de la mezcla acidolítica TFA:H2O (97:3). 
La reacción se dejó agitando 2 horas a temperatura ambiente y se aisló el péptido como se indica 
en el apartado 3.6.1. 
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4.9.2. MAP Dimérico de Tipo Lineal E2(7-26)  
 
La síntesis del MAP dimérico con dos cadenas peptídicas lineales de la secuencia E2(7-26) se 
llevó a cabo a partir de 783 mg de peptidil-resina que contenía el núcleo de lisinas 
ortogonalmente protegido (apdo. 4.9.1), siendo la nueva funcionalización 0,23 mmol/g (0,18 
mmol). Tras hinchar la resina durante 45 minutos con DMF, se acopló al extremo Nα del 
núcleo de lisinas, el aminoácido Fmoc-Gly-OH (321 mg, 1,08 mmol, 6 eq.) disuelto en la 
mínima cantidad de DMF y en presencia de 166,3 µl de DIPCDI (1,08 mmol, 6 eq.) y HOBt 
(146 mg, 1,08 mmol, 6 eq.), siguiendo el protocolo del apartado 3.1.3 (tabla 5). Se agitó a 
temperatura ambiente durante 150 minutos, se filtró la peptidil-resina y se lavó con 10 ml de 
DMF (5 x 1 min). Se comprobó la eficacia de la reacción con el test de ninhidrina (apdo. 3.2.1).  
 
Se desprotegieron los extremos α-amino con 10 ml de 20% de piperidina en DMF (2 x 10 min) 
(apdo. 3.3) y se hicieron lavados de la resina con 10 ml de DMF (5 x 1 min). La eficiencia de la 
desprotección evaluó mediante el test de ninhidrina. El acoplamiento del resto de aminoácidos 
de la secuencia peptídica [Fmoc-Asn(trt)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-
Abu-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Gln(trt)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, 
Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Glu(tBu)-OH, Fmoc-Phe-OH] se 
realizó como se ha indicado en el apartado 3.1.3 (tabla 8), utilizando como activadores DIPCDI 
(166,3 µl, 1,08 mmol, 6 eq.) y HOBt (146 mg, 1,08 mmol, 6 eq.). En el caso de acoplamientos 
incompletos, se repitió la reacción utilizando como activadores TBTU (347 mg, 1,08 mmol, 6 
eq.) y DIEA (367,5 µl, 2,16 mmol, 12 eq.), como se indica en la tabla 6 (apdo. 3.1.3). El último 
aminoácido de la secuencia se incorporó con el extremo amino protegido con el grupo Boc, 
Boc-Gly-OH, con el fin de evitar la posterior elongación de la cadena. La eficacia de las etapas 
de acoplamiento y desprotección se comprobó mediante el test de ninhidrina, excepto cuando el 
residuo era prolina, treonina o serina. Para evaluar tanto la eliminación del grupo Fmoc del 
aminoácido como el acoplamiento con el siguiente se empleó el test de cloranilo (apdo. 3.2.2) en 
el caso de la prolina, y el test de TNBS (apdo. 3.2.3) en el caso de la serina y la treonina. 
 
Se comprobó la presencia del MAP dimérico a partir de una alícuota de peptidil-resina. Ésta se 
secó como se indica en el apartado 3.5 (tabla 13) y se separó el péptido de la resina eliminando 
simultáneamente los grupos protectores de las cadenas laterales de los aminoácidos y el grupo 
Boc del extremo α-amino (apdo. 3.6.1). 
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Posteriormente, se eliminó el grupo protector ivDde del extremo N’ε del núcleo de lisinas con 
10 ml de 2% de hidracina en DMF, siguiendo el protocolo indicado en el apartado 3.4 (tabla 12). 
La reacción de eliminación por se siguió por UPLC-MS tras secar (apdo. 3.5), desproteger y 
desanclar (apdo. 3.6.1) varias alícuotas de peptidil-resina (20-30 mg), repitiendo el proceso cinco 
veces, hasta que no se observó la presencia del grupo ivDde en el péptido dimérico.  
 
Se secó la peptidil-resina se indica en la tabla 13 del apartado 3.5 y se separó una fracción de la 
peptidil-resina (352 mg) para la posterior síntesis de la secuencia NS4a(27-43) sobre el extremo 
N’ε libre. Otra fracción (327 mg de peptidil-resina) se derivatizó con ácido cloroacético en el 
extremo amino libre del núcleo de lisinas (apdo. 4.10). 
 
4.9.3. Síntesis de la secuencia NS4a(27-43) en los extremos N’ε del núcleo 
de lisinas 
 
A partir de 352 mg de peptidil-resina del MAP dimérico formado por dos secuencias lineales de 
la región E2(7-26) y los extremos N’ε libres (0,23 mmol/g, 0,18 mmol), se sintetizaron 
simultáneamente las dos cadenas lineales de la secuencia peptídica NS4a(27-43).  
 
Se hinchó la resina durante 1 hora con DMF y se acoplaron los aminoácidos (0,49 mmol, 6 eq.) 
[Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Asp(tBu)-OH, Fmoc-His(trt)-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-
Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, 
Fmoc-Val-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH] como se indica en el apartado 3.1.3 
(tabla 8, método A), empleando DIPCDI (74,8 µl, 0,49 mmol, 6 eq.) y HOBt (65,6 mg, 0,49 
mmol, 6 eq.). En los casos en que el acoplamiento fue incompleto, se hicieron lavados con 0,4 
M de LiBr en DMF (apdo. 3.1.3, tabla 9) y se repitió la reacción empleando como activador 
TBTU (156 mg, 0,49 mmol, 6 eq.) en presencia de DIEA (165,2 µl, 0,97 mmol, 12 eq.). La 
eliminación del grupo Fmoc del extremo α-amino de los aminoácidos se llevó a cabo siguiendo 
el procedimiento del apartado 3.3. La eficacia de las reacciones de acoplamiento y desprotección 
del extremo N-α de los aminoácidos se comprobó mediante el test de ninhidrina (apdo. 3.2.1), 
excepto cuando el residuo era serina, treonina o prolina. En el caso de la serina y la treonina, se 
empleó el test de TNBS (apdo. 3.2.3) y cuando el aminoácido era la prolina se utilizó el test de 
cloranilo (apdo. 3.2.2), tanto para evaluar la eliminación del grupo Fmoc como el acoplamiento 
con el siguiente aminoácido.  
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Finalizada la síntesis, se desprotegió el extremo α-amino con 10 ml de 20% de piperidina en 
DMF (2 x 10 min) (apdo. 3.3) y se hicieron lavados de la peptidil-resina con 10 ml de DMF (5 x 
1 min). La eficiencia de la reacción se evaluó mediante el test de ninhidrina. Por último, se secó 
la peptidil-resina tal y como se indica en la tabla 13 (apdo. 3.5) y se separó el MAP de una 
alícuota de peptidil-resina (~30 mg) siguiendo el procedimiento del apartado 3.6.1. 
 
4.10. MAP DIMÉRICO DE TIPO LINEAL E2(7-26) CLOROACETILADO  
 
El MAP dimérico con dos cadenas peptídicas lineales correspondientes a la región E2(7-26) 
(327 mg de peptidil-resina, 0,23 mmol/g, 0,18 mmol) se derivatizó en el extremo N’ε libre del 
núcleo de lisinas con ácido cloroacético (42,6 mg, 0,45 mmol, 6 eq.) utilizando HATU (171,6 
mg, 0,45 mmol, 6 eq.) y DIEA (153,5 µl, 0,90 mmol, 12 eq.) como activadores, disolviendo los 
reactivos en la mínima cantidad de DMF. Se dejó reaccionar durante 30 minutos a temperatura 
ambiente agitando frecuentemente. Pasado el tiempo de reacción, se lavó la peptidil-resina con 
DMF (5 x 1 min) y se comprobó la eficacia del acoplamiento tanto por el test de ninhidrina 
como por UPLC-MS, separando varias alícuotas de peptidil-resina (20-30 mg). Éstas se secaron 
siguiendo el protocolo del apartado 3.5 (tabla 13), se eliminaron los grupos protectores y se 
separó el péptido de la resina (apdo. 3.6.1) para posteriormente caracterizar el MAP dimérico 
derivatizado. Este proceso se repitió cuatro veces, hasta que se completó el acoplamiento del 
ácido cloroacético a ambos extremos N’ε del núcleo de lisinas. 
 
4.11. MAP TETRAMÉRICO LINEAL E2(17-26) (MAPLP3) 
 
La síntesis de los MAP tetraméricos de tipo lineal homogéneo puede dividirse 
fundamentalmente en dos etapas: la síntesis del núcleo de lisinas tetramérico y la síntesis 
simultánea de las cuatro secuencias peptídicas lineales sobre los extremos Nα y N’ε de dicho 
núcleo. 
 
4.11.1. Núcleo de lisinas tetramérico 
 
La síntesis del núcleo de lisinas tetramérico para la formación de los MAPs de tipo lineal 
homogéneo se llevó a cabo a partir de 500 mg de resina NovaSyn TGR (0,29 mmol/g, 0,145 
mmol). Se hinchó la resina durante 1 hora con 10 ml de DMF y tras filtrarla, se incorporó el 
primer aminoácido, Fmoc-βAla-OH, (135,4 mg, 0,44 mmol, 3 eq.), junto con HATU (165,4 mg, 
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0,44 mmol, 3 eq.) y DIEA (148 µl, 0,87 mmol, 6 eq.) en la mínima cantidad de DMF (apdo. 
3.1.1.1). Se dejó reaccionando durante 30 minutos a temperatura ambiente con agitación y se 
filtró la resina. Seguidamente se lavó la resina con 10 ml DMF (5 x 1 min) y se evaluó 
cualitativamente la eficiencia del acoplamiento mediante el test de ninhidrina (apdo. 3.2.1). Se 
eliminó el grupo Fmoc tratando la resina con 10 ml de una disolución de 20% de piperidina en 
DMF (2 x 10 min) (apdo. 3.3) y se lavó la resina con 10 ml de DMF (5 x 1 min). Se determinó la 
eficiencia de eliminación del grupo protector del utilizando el test de ninhidrina.  
Se incorporó el aminoácido Fmoc-Lys(Fmoc)-OH (257 mg, 0,47 mmol, 3 eq.), junto con 
HATU (165,4 mg, 0,44 mmol, 3 eq.) y DIEA (148 µl, 0,87 mmol, 6 eq.) en la mínima cantidad 
de DMF (apdo. 3.1.3, método C). Después de 30 minutos de reacción a temperatura ambiente y 
agitando con frecuencia, se filtró la resina y se lavó con 10 ml de DMF (5 x 1 min). Se realizó el 
test de ninhidrina para comprobar la eficiencia del acoplamiento. 
Se eliminó el grupo Fmoc del extremo α- y ε-amino tratando la peptidil-resina con 10 ml de una 
disolución de 20% de piperidina en DMF (2 x 10 min). Se lavó la peptidil-resina con 10 ml de 
DMF (5 x 1 min) y se determinó la eficiencia de eliminación del grupo protector utilizando el 
test de ninhidrina.  
 
El siguiente aminoácido a incorporar es otra Fmoc-Lys(Fmoc)-OH (513,9 mg, 0,87 mmol, 6 
eq.), que se enlazará tanto al extremo α-amino como al ε-amino. La reacción se llevó a cabo en 
presencia de HATU (330,9 mg, 0,87 mmol, 6 eq.) y DIEA (295,9 µl, 1,74 mmol, 12 eq.) en la 
mínima cantidad de DMF (apdo. 3.1.3). Se lavó la peptidil-resina con 10 ml de DMF (5 x 1 min) 
tras los 30 minutos de reacción a temperatura ambiente y se evaluó la eficacia del acoplamiento 
con el test de ninhidrina. 
Tratando la peptidil-resina con 10 ml de una disolución de 20% de piperidina en DMF (2 x 10 
min), se eliminó el grupo Fmoc del extremo α- y ε-amino. Tras los lavados con 10 ml de DMF 
(5 x 1 min), se determinó la eficiencia de eliminación del grupo protector utilizando el test de 
ninhidrina.  
Se secaron aproximadamente 20 mg de peptidil-resina (apdo. 3.5, tabla 13) y se separó el 
péptido de la resina con 2 ml de la mezcla acidolítica TFA:H2O (97:3). Tras 2 horas de reacción 
a temperatura ambiente con agitación, se aisló el péptido como se indica en el apartado 3.6.1. 
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4.11.2. Síntesis de la secuencia E(17-26) en los extremos Nα y N’ε del núcleo 
de lisinas 
 
Una vez sintetizado el núcleo de lisinas tetramérico, se llevó a cabo la síntesis simultánea de las 
cuatro cadenas lineales de la secuencia peptídica E2(17-26) sobre los extremos Nα y N’ε del 
mismo para formar el MAPLP3. El acoplamiento de los aminoácidos (1,74 mmol, 12 eq.) de la 
secuencia peptídica [Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Asn(trt)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, 
Fmoc-Abu-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Gln(trt)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH], se realizó 
como se ha indicado en el apartado 3.1.3 (tabla 7), utilizando como activadores DIEA (591,8 µl, 
3,48 mmol, 24 eq.) y HATU (661,7 mg, 1,74 mmol, 12 eq.). Cuando los acoplamientos fueron 
incompletos, se repitió la reacción en las mismas condiciones. Si aún así éstos seguían sin 
completarse, se empleó como activador HOBt (235,1 mg, 1,74 mmol, 12 eq.) en presencia de 
DIPCDI (267,8 µl, 1,74 mmol, 12 eq.), como se indica en el método D del apartado 3.1.3 (tabla 
8). El grupo Fmoc del extremo α-amino de los aminoácidos se eliminó siguiendo el 
procedimiento del apartado 3.3. La eficacia de las etapas de acoplamiento y desprotección se 
comprobó mediante el test de ninhidrina (apdo. 3.2.1), excepto en el caso del residuo serina. 
Para evaluar tanto la eliminación del grupo Fmoc de este aminoácido como el acoplamiento con 
el siguiente se empleó el test de TNBS (apdo. 3.2.3).  
 
Se desprotegieron los extremos α-amino con 10 ml de 20% de piperidina en DMF (2 x 10 min) 
(apdo. 3.3) y se hicieron lavados de la peptidil-resina con 10 ml de DMF (5 x 1 min). La 
eficiencia de la reacción se evaluó mediante el test de ninhidrina. Finalmente, se secó la peptidil-
resina siguiendo el protocolo del apartado 3.5 (tabla 13) y se separó el péptido ramificado de una 
alícuota de peptidil-resina (~30 mg) tal y como se indica en el apartado 3.6.1. 
 
4.12. MAP TETRAMÉRICO DE TIPO LINEAL E2(11-26) (MAPLP2) 
 
El MAPLP2 se sintetizó a partir de 0,804 mg de peptidil-resina del MAPLP3 sintetizado en el 
apartado 4.12, cuya nueva funcionalización era 0,12 mmol/g (0,096 mmol). Se hinchó la 
peptidil-resina durante 1 hora y se incorporaron los aminoácidos (1,16 mmol, 12 eq.) siguientes 
en la secuencia peptídica [Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Pro-OH, 
Fmoc-Glu(tBu)-OH, Fmoc-Phe-OH] junto con DIEA (393,8 µl, 2,32 mmol, 24 eq.) y HATU 
(440,3 mg, 1,16 mmol, 12 eq.), como se indica en el apartado 3.1.3 (tabla 7). Cuando los 
acoplamientos fueron incompletos, se repitió la reacción en las mismas condiciones. Si éstos no 
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se completaban, se lavó la peptidil-resina con 0,4 M de LiBr, siguiendo el procedimiento del 
apartado 3.1.3 (tabla 12) y se volvió a añadir el aminoácido empleando HOBt (156,4 mg, 1,16 
mmol, 12 eq.) y DIPCDI (178,2 µl, 1,16 mmol, 12 eq.), según el protocolo del apartado 3.1.3 
(tabla 8, método D). La eliminación del grupo Fmoc del extremo α-amino de los aminoácidos se 
llevó a cabo siguiendo el procedimiento del apartado 3.3. Se empleó el test de ninhidrina (apdo. 
3.2.1) para evaluar las etapas de acoplamiento y desprotección. Se utilizó el test de cloranilo 
(apdo. 3.2.2) para comprobar la eficacia de la desprotección del grupo Nα de la prolina y el 
acoplamiento del siguiente aminoácido; y el test de TNBS (apdo. 3.2.3) en el caso de la treonina. 
La eliminación del Fmoc de los extremos α-amino se llevó a cabo con 10 ml de 20% de 
piperidina en DMF (2 x 10 min) (apdo. 3.3), lavando posteriormente con 10 ml de DMF (5 x 1 
min). Se determinó la eficiencia de la reacción mediante el test de ninhidrina y se secó la 
peptidil-resina (tabla 13, apartado 3.5). Por último, se separó el MAP de una alícuota de peptidil-
resina (~30 mg) tal y como se indica en el apartado 3.6.1. 
 
4.13. MAP TETRAMÉRICO DE TIPO LINEAL E2(7-26) (MAPLP1) 
 
La síntesis del MAPLP1 se llevó a cabo partiendo de 457 mg de la peptidil-resina del MAPLP2, 
siendo la nueva funcionalización 0,08 mmol/g (0,037 mmol). Tras hinchar la resina durante 1 
hora con DMF, se acoplaron los aminoácidos (0,44 mmol, 12 eq.) siguientes en la secuencia 
peptídica [Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH], como se 
indica en el apartado 3.1.3 (tabla 7), utilizando DIEA (149,2 µl, 0,88 mmol, 24 eq.) y HATU 
(166,8 mg, 0,44 mmol, 12 eq.) como activadores. Se repitió la reacción en las mismas 
condiciones cuando los acoplamientos fueron incompletos. Si la eficacia de la reacción aún no 
era buena, se lavó la peptidil-resina con 0,4 M de LiBr (apdo. 3.1.3, tabla 12) y se añadió de 
nuevo el aminoácido junto con HOBt (59,3 mg, 0,44 mmol, 12 eq.) y DIPCDI (67,5 µl, 0,44 
mmol, 12 eq.), siguiendo el protocolo indicado en la tabla 8 (apdo. 3.1.3). El grupo protector 
Fmoc del extremo Nα de los aminoácidos se eliminó siguiendo el procedimiento del apartado 
3.3, con 10 ml de 20% de piperidina en DMF (2 x 10 min) y lavando posteriormente con 10 ml 
de DMF (5 x 1 min). Se evaluó la eficiencia de la desprotección del grupo α-amino y del 
acoplamiento de los aminoácidos con el test de ninhidrina (apdo. 3.2.1). En el caso de la prolina 
se empleó el test de cloranilo (apdo. 3.2.2) y en el caso de la serina el test de TNBS (apdo. 3.2.3).  
Finalmente, se secó la peptidil-resina siguiendo el protocolo de la tabla 13 (apdo. 3.5) y se separó 
el péptido ramificado de una alícuota de peptidil-resina (~30 mg) tal y como se indica en el 
apartado 3.6.1. 
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4.14. MAP TETRAMÉRICO DE TIPO CÍCLICO E2(17-26) (MAPCP3) 
 
La formación del MAPCP3 puede dividirse fundamentalmente en tres etapas: la síntesis del 
núcleo de lisinas tetracloroacetilado (apdo. 4.14.1), la síntesis del péptido cíclico CP3 (apdo. 4.7) 
y por último, la ligación de estas moléculas peptídicas mediante una reacción de tioeterificación 
(apdo. 4.14.2). 
 
4.14.1. Núcleo de lisinas tetracloroacetilado. 
 
La síntesis del núcleo de lisinas tetramérico para la formación de los MAPs de tipo cíclico se 
realizó a partir de 200 mg de resina NovaSyn TGR (0,29 mmol/g, 0,06 mmol), tal y como se 
describe en el apartado 4.11.1. Sobre esta resina se acoplaron los aminoácidos Fmoc-βAla-OH, 
(54,2 mg, 0,17 mmol, 3 eq.) y Fmoc-Lys(Fmoc)-OH (102,8 mg, 0,17 mmol, 3 eq.) con HATU 
(66,2 mg, 0,17 mmol, 3 eq.) y DIEA (59,2 µl, 0,35 mmol, 6 eq.) en la mínima cantidad de DMF 
(apdo. 3.1.1.1), y posteriormente se incorporó de nuevo el aminoácido Fmoc-Lys(Fmoc)-OH 
(205,6 mg, 0,035 mmol, 6 eq.), que se enlazaría tanto al extremo α-amino como al ε-amino de la 
lisina anterior. La reacción se llevó a cabo en presencia de HATU (132,3 mg, 0,35 mmol, 6 eq.) y 
DIEA (118,4 µl, 0,70 mmol, 12 eq.). La eliminación del grupo Fmoc se llevó a cabo tratando la 
peptidil-resina con 10 ml de una disolución de 20% de piperidina en DMF (2 x 10 min). Los 
lavados de la peptidil-resina se llevaron a cabo con 10 ml de DMF (5 x 1 min) y la eficiencia de 
eliminación del grupo protector se determinó utilizando el test de ninhidrina.  
 
Finalmente, se derivatizaron tanto los extremos Nα como N’ε con ácido cloroacético (65,8 mg, 
0,70, 3 eq.), utilizando HATU (264,7 mg, 0,70 mmol, 3 eq.) y DIEA (236,7 mg, 1,39 mmol, 6 
eq.). Se dejó reaccionar durante 30 minutos agitando con frecuencia y se lavó la peptidil-resina 
con DMF (5 x 1 min). Se realizó el test de ninhidrina para comprobar la eficacia del 
acoplamiento. 
 
Se secó una alícuota de peptidil-resina (44 mg) como se indica en el apartado 3.5 (tabla 13) y se 
separó el péptido de la resina con 15 ml de la mezcla acidolítica TFA:H2O:TIS (95:2,5:2,5). La 
reacción se dejó agitando 2 horas a temperatura ambiente y se aisló el péptido siguiendo el 
procedimiento del apartado 3.6.1. 
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4.14.2. Reacción de tioeterificación 
 
La reacción de tioeterificación entre el péptido cíclico CP3 (720 µg, 0,62 µmol, 8 eq.), 
sintetizado como se explica en el apartado 4.7, y el núcleo de lisinas tetracloroacetilado (0,4 mg, 
0,5 µmol), sintetizado como se indica en el apartado anterior, se llevó a cabo en tampón Tris-
HCl 0,1 M a pH 8,2. En primer lugar se disolvió el núcleo de lisinas en el tampón a una 
concentración 0,05 mM y se pasó corriente de nitrógeno. Posteriormente, se añadieron alícuotas 
del péptido cíclico en fase sólida aproximadamente cada 15 minutos. La mezcla se dejó agitando 
en atmósfera inerte durante 24 horas y se monitorizó por HPLC y espectrometría de masas 
MALDI-TOF. Finalmente, la reacción se acidificó con TFA hasta pH ~3 y se aislaron los 
productos formados mediante HPLC semipreparativo. 
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5. OBTENCIÓN DE LAS CONSTRUCCIONES PEPTÍDICAS 
DERIVADAS DEL EXTREMO N-TERMINAL DE LA PROTEÍNA E2 
DEL GBV-C  
 
 
De manera general, el rendimiento del desanclaje del péptido de la resina se calculó mediante la 
cuantificación del crudo peptídico por pesada y tomando como valor teórico la escala de trabajo 
utilizada, es decir, el peso de la resina y la funcionalización de la misma. 
El rendimiento de purificación se calculó determinando la cantidad de péptido puro obtenido y 
como valor teórico el peso de crudo peptídico purificado. 
El rendimiento de síntesis se expresa como combinación del rendimiento de desanclaje y de 
purificación. 
 
5.1. OBTENCIÓN DEL PÉPTIDO LINEAL E2(7-26) (LP1E2) 
 
La síntesis del péptido lineal LP1E2 se realizó tal y como se describe en el apartado 4.1. 
Aminoácidos protegidos: Fmoc-Asn(trt)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-
OH, Fmoc-Abu-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Gln(trt)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-
Thr(tBu)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Glu(tBu)-OH, Fmoc-Phe-OH. 
Resina: Cl-trt (200 mg, 1,3 mmol/g, 0,26 mmol; reducida a 0,65 mmol/g, 0,13 mmol). 
Reactivos para el acoplamiento de los aminoácidos: Fmoc-AA-OH (0,39 mmol, 3 eq.), HATU 
(148,3 mg, 0,39 mmol, 3 eq.), DIEA (132,7 µl, 0,78 mmol, 6 eq.). 
El desanclaje del péptido se realizó tratando a la peptidil-resina con el método descrito en el 
apartado 3.6.1, utilizando la mezcla acidolítica TFA:H2O:TIS (95:2,5:2,5) (14,25 ml TFA, 0,375 
ml H2O, 0,375 ml TIS) y con el procedimiento indicado en el apartado 3.3.2, utilizando la 
mezcla acidolítica 1% TFA en DCM. 
Rendimiento del desanclaje del péptido totalmente desprotegido: 69% (38,8 mg de crudo 
peptídico). 
Condiciones de purificación: gradiente isocrático de 5 minutos a 90% A seguido de gradiente 
lineal de 90% A a 45% A en 20 min, flujo 3,5 ml/min, detección por UV a 220 nm. 
Pureza: > 95% 
Rendimiento de purificación: 28% (5,6 mg de péptido purificado). 
Rendimiento de síntesis: 19% 
Pureza: ~80% 
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RP-HPLC: tR= 10,61 min (gradiente lineal 95% A a 5% A en 20 min; flujo 1 ml/min; detección 
por UV a 220 nm). 
ES+: 2220,4 m/z ([M+H]+ experimental); 2220,1 m/z ([M+H]+ calculada). 
 
5.2. OBTENCIÓN DEL PÉPTIDO LINEAL E2(11-26) (LP2E2) 
 
La síntesis del péptido lineal LP2E2 se realizó como se indica en el apartado 4.2. 
Aminoácidos protegidos: Fmoc-Asn(trt)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-
Abu-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Gln(trt)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, 
Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Glu(tBu)-OH, Fmoc-Phe-OH. 
Resina: Cl-trt (200 mg, 1,3 mmol/g, 0,26 mmol; reducida a 0,65 mmol/g, 0,13 mmol). 
Reactivos para el acoplamiento de los aminoácidos: Fmoc-AA-OH (0,39 mmol, 3 eq.), HATU 
(148,3 mg, 0,39 mmol, 3 eq.), DIEA (132,7 µl, 0,78 mmol, 6 eq.). 
El desanclaje del péptido se realizó tratando a la peptidil-resina con el método descrito en el 
apartado 3.6.1, utilizando la mezcla acidolítica TFA:H2O:TIS (95:2,5:2,5) (14,25 ml TFA, 0,375 
ml H2O, 0,375 ml TIS) y con el procedimiento indicado en el apartado 3.3.2, utilizando la 
mezcla acidolítica 1% TFA en DCM. 
Rendimiento del desanclaje del péptido totalmente desprotegido: 73% (21,6 mg de crudo 
peptídico). 
Condiciones de purificación: gradiente lineal  de 90% A a 30% A en 20 min, flujo 3,5 ml/min, 
detección por UV a 220 nm. 
Pureza: > 95% 
Rendimiento de purificación: 20% (2,4 mg de péptido purificado). 
Rendimiento de síntesis: 15% 
RP-HPLC: tR= 12,82 min (gradiente lineal 95% A a 5% A en 20 min; flujo 1 ml/min; detección 
por UV a 220 nm). 
ES+: 1823,1 m/z ([M+H]+ experimental); 1822,8 m/z ([M+H]+ calculada). 
 
5.3. OBTENCIÓN DEL PÉPTIDO LINEAL E2(17-26) (LP3E2) 
 
La síntesis del péptido lineal LP3E2 se realizó como se indica en el apartado 4.3. 
Aminoácidos protegidos: Fmoc-Asn(trt)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-
Abu-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Gln(trt)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH. 
Resina: Cl-trt (223 mg, 1,3 mmol/g, 0,26 mmol; reducida a 0,65 mmol/g, 0,13 mmol). 
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Reactivos para el acoplamiento de los aminoácidos: Fmoc-AA-OH (0,43 mmol, 3 eq.), HATU 
(165,4 mg, 0,43 mmol, 3 eq.), DIEA (147,9 µl, 0,87 mmol, 6 eq.). 
El desanclaje del péptido se realizó tratando a la peptidil-resina con el método descrito en el 
apartado 3.6.1, utilizando la mezcla acidolítica TFA:H2O:TIS (95:2,5:2,5) (14,25 ml TFA, 0,375 
ml H2O, 0,375 ml TIS) y con el procedimiento indicado en el apartado 3.3.2, utilizando la 
mezcla acidolítica 1% TFA en DCM. 
Rendimiento del desanclaje del péptido totalmente desprotegido: 76% (25,4 mg de crudo 
peptídico). 
Condiciones de purificación: gradiente lineal  de 95% A a 50% A en 20 min, flujo 3,5 ml/min, 
detección por UV a 220 nm. 
Pureza: > 95% 
Rendimiento de purificación: 25% (3,7 mg de péptido purificado). 
Rendimiento de síntesis: 19%. 
RP-HPLC: tR= 11,81 min (gradiente lineal 95% A a 5% A en 20 min; flujo 1 ml/min; detección 
por UV a 220 nm). 
ES+: 1178,7 m/z ([M+H]+ experimental); 1178,5 m/z ([M+H]+ calculada).  
 
5.4. OBTENCIÓN DEL PÉPTIDO LINEAL NS4a(27-43) 
 
La síntesis del péptido lineal NS4a(27-43) se llevó a cabo tal y como se explica en el apartado 
4.4. 
Aminoácidos protegidos: Fmoc-Asp(trt)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-His(trt)-OH, Fmoc-
Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, 
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Asp(tBu)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-
OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH. 
Resina: Cl-trt (200 mg, 1,3 mmol/g, 0,26 mmol; reducida a 0,65 mmol/g, 0,13 mmol). 
Reactivos para el acoplamiento de los aminoácidos: Fmoc-AA-OH (0,39 mmol, 3 eq.), HATU 
(148,3 mg, 0,39 mmol, 3 eq.), DIEA (132,7 µl, 0,78 mmol, 6 eq.). 
El desanclaje del péptido se realizó tratando a la peptidil-resina con el método descrito en el 
apartado 3.6.1, utilizando la mezcla acidolítica TFA:H2O:TIS (95:2,5:2,5) (14,25 ml TFA, 0,375 
ml H2O, 0,375 ml TIS) y con el procedimiento indicado en el apartado 3.3.2, utilizando la 
mezcla acidolítica 1% TFA en DCM. 
Rendimiento del desanclaje del péptido totalmente desprotegido: 81% (49,3 mg de crudo 
peptídico). 
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Condiciones de purificación: gradiente lineal  de 85% A a 15% A en 20 min, flujo 3,5 ml/min, 
detección por UV a 220 nm. 
Pureza: > 95% 
Rendimiento de purificación: 19% (2,5 mg de péptido purificado). 
Rendimiento de síntesis: 15% 
RP-HPLC: tR= 10,80 min (gradiente lineal 95% A a 5% A en 30 min; flujo 1 ml/min; detección 
por UV a 220 nm). 
ES+: 2020,9 m/z ([M+H]+ experimental); 2021,1 m/z ([M+H]+ calculada). 
 
5.5. OBTENCIÓN DEL PÉPTIDO CÍCLICO E2(7-26) (CP1): Cyc-HT-CysE2(7-26) 
 
La ciclación del péptido lineal LP1E2 mediante la reacción de Ligación Química Nativa 
intramolecular se llevó a cabo como se describe en el apartado 4.5.  
El rendimiento de la reacción de tioesterificación se calculó determinando la cantidad de 
péptido obtenido, y como valor teórico, el peso del péptido derivatizado que se esperaría 
obtener. 
El rendimiento de la reacción de ciclación del péptido se calculó como porcentaje de formación 
del CP1 a partir del correspondiente tioéster, relacionando las áreas obtenidas por UPLC-MS 
antes y después de la reacción. 
El rendimiento de purificación se calculó determinando la cantidad de péptido puro obtenido y, 
como valor teórico, el peso del péptido cíclico que se esperaría obtener. 
El rendimiento de síntesis se expresa como combinación del rendimiento de la reacción de 
tioesterificación, de la reacción de ciclación y de purificación. 
 
Condiciones de la reacción de tioesterificación: Cys-LP1E2 protegido (33 mg, 8,33 µmol), éster 3-
mercaptopropanoato de metilo (20 µl, 0,167 mmol, 20 eq.), WSCDI (24 mg, 0,12 mmol, 15 eq.), 
HOBt (17 mg, 0,12 mmol, 15 eq.), 4ºC. 
Se eliminaron los grupos protectores de las cadenas laterales de los aminoácidos y el grupo Boc 
que protegía el extremo N-terminal siguiendo el procedimiento indicado en el apartado 3.6.1: 
TFA:H2O:TIS (95:2,5:2,5) (14,25 ml TFA, 0,375 ml H2O, 0,375 ml).  
La reacción de ciclación se llevó a cabo según el protocolo del apartado 3.5: Cys-LP1E2 
tioesterificado (15 mg, 6,5 µmol), TCEP (3,7 mg, 13 µmol, 2 eq.), éster 3-mercaptopropanoato 
de metilo (4 µl, 32,5 µmol, 5 eq.). 
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Rendimiento de la reacción de tioesterificación: 48% 
Rendimiento de la reacción de ciclación: 72% 
Condiciones de purificación: gradiente isocrático de 5 minutos a 85% A seguido de gradiente 
lineal de 90% A a 45% A en 20 min, flujo 3,5 ml/min, detección por UV a 220 nm. 
Pureza: >95% 
Rendimiento de purificación: 21% (2,2 mg de péptido purificado). 
Rendimiento de síntesis: 7% 
RP-HPLC: tR= 14,18 min (gradiente lineal 95% A a 5% A en 25 min; flujo 1 ml/min; detección 
por UV a 220 nm). 
ES+: 2220,4 m/z ([M+H]+ experimental); 2220,1 m/z ([M+H]+ calculada). 
 
5.6. OBTENCIÓN DEL PÉPTIDO CÍCLICO E2(11-26) (CP2): Cyc-HT-CysE2(11-26) 
 
El péptido LP2E2 se cicló mediante la reacción de Ligación Química Nativa intramolecular se 
llevó a cabo como se describe en el apartado 4.6. El rendimiento de la reacción de 
tioesterificación, de la reacción de ciclación, de la purificación y el de síntesis se calculó tal y 
como se describe en el apartado 5.5.  
 
Condiciones de tioesterificación: Cys-LP2E2 protegido (22,8 mg, 29,6 µmol), éster 3-
mercaptopropanoato de metilo (16 µl, 0,15 mmol, 20 eq.), WSCDI (21,2 mg, 0,11 mmol, 15 eq.), 
HOBt (15 mg, 0,11 mmol, 15 eq.), 4ºC. 
Se eliminaron los grupos protectores de las cadenas laterales de los aminoácidos y el grupo Boc 
que protegía el extremo N-terminal siguiendo el procedimiento indicado en el apartado 3.6.1: 
TFA:H2O:TIS (95:2,5:2,5) (9,5 ml TFA, 0,250 ml H2O, 0,250 ml).  
La reacción de ciclación se realizó siguiendo el protocolo del apartado 3.5: Cys-LP2E2 
tioesterificado (11,6 mg, 6 µmol), TCEP (3,4 mg, 12 µmol, 2 eq.), éster 3-mercaptopropanoato 
de metilo (4 µl, 30 µmol, 5 eq.). 
Rendimiento de la reacción de tioesterificación: 46% 
Rendimiento de la reacción de ciclación: 88% 
Condiciones de purificación: gradiente isocrático de 5 minutos a 85% A seguido de gradiente 
lineal de 90% A a 40% A en 20 min, flujo 3,5 ml/min, detección por UV a 220 nm. 
Pureza: >95% 
Rendimiento de purificación: 17% (1,6 mg de péptido purificado). 
Rendimiento de síntesis: 7% 
Materiales y métodos 
233 
RP-HPLC: tR= 14,18 min (gradiente lineal 95% A a 5% A en 25 min; flujo 1 ml/min; detección 
por UV a 220 nm). 
ES+: 1805,8 m/z ([M+H]+ experimental); 1806,0 m/z ([M+H]+ calculada). 
 
5.7. OBTENCIÓN DEL PÉPTIDO CÍCLICO E2(17-26) (CP3): Cyc-HT-CysE2(17-26) 
 
El péptido cíclico CP3 se sintetizó a partir del péptido lineal LP3E2 mediante la reacción de 
Ligación Química Nativa intramolecular como se describe en el apartado 4.7. El rendimiento de 
la reacción de tioesterificación, de la reacción de ciclación, de la purificación y el de síntesis se 
calculó tal y como se describe en el apartado 5.5.  
 
Condiciones de tioesterificación: Cys-LP3E2 protegido (52,3 mg, 23,1 µmol), éster 3-
mercaptopropanoato de metilo (51,2 µl, 0,46 mmol, 20 eq.), WSCDI (66,2 mg, 0,35 mmol, 15 
eq.), HOBt (47,3 mg, 0,35 mmol, 15 eq.), 4ºC. 
Se eliminaron los grupos protectores de las cadenas laterales de los aminoácidos y el grupo Boc 
que protegía el extremo N-terminal siguiendo el procedimiento indicado en el apartado 3.6.1: 
TFA:H2O:TIS (95:2,5:2,5) (9,5 ml TFA, 0,250 ml H2O, 0,250 ml).  
La reacción de ciclación se realizó siguiendo el protocolo del apartado 3.5: Cys-LP3E2 
tioesteridicado (12,2 mg, 9,5 µmol), TCEP (5,4 mg, 19 µmol, 2 eq.), éster 3-mercaptopropanoato 
de metilo (26 µl, 47,5 µmol, 5 eq.). 
Rendimiento de la reacción de tioesterificación: 47% 
Rendimiento de la reacción de ciclación: 98% 
Condiciones de purificación: gradiente isocrático de 5 minutos a 85% A seguido de gradiente 
lineal de 85% A a 40% A en 20 min, flujo 3,5 ml/min, detección por UV a 220 nm. 
Pureza: >95% 
Rendimiento de purificación: 26% (2,8 mg de péptido purificado). 
Rendimiento de síntesis: 12% 
RP-HPLC: tR= 12,83 min (gradiente lineal 95% A a 5% A en 25 min; flujo 1 ml/min; detección 
por UV a 220 nm). 
ES+: 1160,6 m/z ([M+H]+ experimental); 1160,5 m/z ([M+H]+ calculada). 
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5.8. OBTENCIÓN DEL PÉPTIDO CÍCLICO NS4a(27-43): Cyc-HT-CysNS4a(27-43) 
 
La síntesis del péptido Cyc-HT-CysNS4a(27-43) se llevó a cabo partiendo del péptido lineal 
NS4a(27-43) mediante la reacción de Ligación Química Nativa intramolecular como se describe 
en el apartado 4.8. El rendimiento de la reacción de tioesterificación, de la reacción de ciclación, 
de la purificación y el de síntesis se calculó tal y como se describe en el apartado 5.5.  
 
Condiciones de tioesterificación: Cys-NS4a(27-43) protegido (30,3 mg, 8,89 µmol), éster 3-
mercaptopropanoato de metilo (18,7 mg, 0,18 mmol, 20 eq.), WSCDI (24,8 mg, 0,13 mmol, 15 
eq.) y HOBt (17,6 mg, 0,13 mmol, 15 eq.), 4ºC.  
Se eliminaron los grupos protectores de las cadenas laterales de los aminoácidos y el grupo Boc 
que protegía el extremo N-terminal siguiendo el procedimiento indicado en el apartado 3.6.1: 
TFA:H2O:TIS (95:2,5:2,5) (9,5 ml TFA, 0,250 ml H2O, 0,250 ml).  
La reacción de ciclación se realizó siguiendo el protocolo del apartado 3.5: CysNS4a(27-43) 
tioesterificado (6,7 mg, 3,2 µmol), TCEP (1,8 mg, 6,4 µmol, 2 eq.), 3-mercaptopropanamida (1,7 
mg, 16 µmol, 5 eq.). 
Rendimiento de la reacción de tioesterificación: 52% 
Rendimiento de la reacción de ciclación: 77% 
Condiciones de purificación: gradiente isocrático de 5 minutos a 85% A seguido de gradiente 
lineal de 85% A a 40% A en 20 min, flujo 3,5 ml/min, detección por UV a 220 nm. 
Pureza: >95% 
Rendimiento de purificación: 23% (1,5 mg de péptido purificado). 
Rendimiento de síntesis: 9% 
RP-HPLC: tR= 7,43 min (gradiente lineal 95% A a 5% A en 20 min; flujo 1 ml/min; detección 
por UV a 220 nm). 
ES+: 2003,7 m/z ([M+H]+ experimental); 2003,1 m/z ([M+H]+ calculada). 
 
5.9. OBTENCIÓN DEL MAP DIMÉRICO DE TIPO LINEAL E2(7-26) 
CLOROACETILADO 
 
La síntesis del MAP dimérico con dos cadenas peptídicas lineales de la secuencia E2(7-26) se 
llevó a cabo como se describe en el apartado 4.10.  
Aminoácidos protegidos: Fmoc-βAla-OH, Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, Fmoc-Lys(ivDde)-OH, 
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Asn(trt)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Abu-OH, 
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Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Gln(trt)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Leu-
OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Glu(tBu)-OH, Fmoc-Phe-OH. 
Resina: NovaSyn TGR (783 mg de peptidil-resina del núcleo de lisinas ortogonalmente 
protegido, 0,23 mmol/g, 0,18 mmol). 
Reactivos para el acoplamiento de los aminoácidos: Fmoc-AA-OH (1,08 mmol, 6 eq.), HOBt 
(146 mg, 1,08 mmol, 6 eq.)/DIPCDI (166,3 µl, 1,08 mmol, 6 eq.), TBTU (347 mg, 1,08 mmol, 6 
eq.)/DIEA (367,5 µl, 2,16 mmol, 12 eq.). 
Reactivos para el acoplamiento del ácido cloroacético: ácido cloroacético (42,6 mg, 0,45 mmol, 6 
eq.), HATU (171,6 mg, 0,45 mmol, 6 eq.), DIEA (153,5 µl, 0,90 mmol, 12 eq.). 
El desanclaje del péptido se realizó tratando a la peptidil-resina con el método descrito en el 
apartado 3.6.1, utilizando la mezcla acidolítica TFA:H2O:TIS (95:2,5:2,5) (14,25 ml TFA, 0,375 
ml H2O, 0,375 ml TIS). 
Rendimiento de desanclaje: 83% (48,5 mg de crudo peptídico). 
Condiciones de purificación: gradiente isocrático de 5 minutos a 75% A seguido de gradiente 
lineal de 75% A a 15% A en 20 min, flujo 3,5 ml/min, detección por UV a 220 nm. 
Pureza: ~80% 
Rendimiento de purificación: 13% (2,1 mg de péptido purificado). 
Rendimiento de síntesis: 11% 
RP-HPLC: tR= 14,03 min (gradiente lineal 95% A a 5% A en 20 min; flujo 1 ml/min; detección 
por UV a 220 nm). 
ES+: 4825,5 m/z ([M+H]+ experimental); 4825,4 m/z ([M+H]+ calculada). 
 
5.10. OBTENCIÓN DE MAP TETRAMÉRICO DE TIPO LINEAL HETEROGÉNEO 
(MAPE2/NS4) 
 
La síntesis del MAPE2/NS4 se llevó a cabo como se describe en el apartado 4.9. 
Aminoácidos protegidos: Fmoc-βAla-OH, Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, Fmoc-Lys(ivDde)-OH, 
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Asn(trt)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Abu-OH, 
Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Gln(trt)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Leu-
OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Glu(tBu)-OH, Fmoc-Phe-OH, Boc-Cys(trt)-OH, Fmoc-His(trt)-
OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH,  Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Val-OH. 
Resina: NovaSyn TGR (352 mg peptidil-resina del MAP dimérico formado por dos secuencias 
lineales de la región E2(7-26) y los extremos N’ε libres; 0,23 mmol/g, 0,18 mmol). 
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Reactivos para el acoplamiento de los aminoácidos: Fmoc-AA-OH (1,08 mmol, 6 eq.), HOBt 
(65,6 mg, 0,49 mmol, 6 eq.)/DIPCDI (74,8 µl, 0,49 mmol, 6 eq.), TBTU (156 mg, 0,49 mmol, 6 
eq.)/DIEA (165,2 µl, 0,97 mmol, 12 eq.). 
El desanclaje del péptido se realizó tratando a la peptidil-resina con el método descrito en el 
apartado 3.6.1, utilizando la mezcla acidolítica TFA:H2O:TIS (95:2,5:2,5) (17,1 ml TFA, 0,45 ml 
H2O, 0,45 ml TIS). 
Rendimiento de desanclaje: 66% (115,7 mg de crudo peptídico). 
Condiciones de purificación: gradiente isocrático de 5 minutos a 85% A seguido de gradiente 
lineal de 85% A a 45% A en 30 min, flujo 3,5 ml/min, detección por UV a 220 nm. 
Pureza: >90% 
Rendimiento de purificación: 12% (2,1 mg de péptido purificado). 
Rendimiento de síntesis: 8% 
RP-HPLC: tR= 10,64 min (gradiente lineal 95% A a 5% A en 20 min; flujo 1 ml/min; detección 
por UV a 220 nm). 
MALDI-TOF: 8356,6 m/z ([M+H]+ experimental); 8357,0 m/z ([M+H]+ calculada). 
 
5.11. OBTENCIÓN DEL MAP TETRAMÉRICO LINEAL E2(17-26) (MAPLP3) 
 
La síntesis del MAPLP3 se llevó a cabo como se describe en el apartado 4.11. 
Aminoácidos protegidos: Fmoc-βAla-OH, Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-
Asn(trt)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Abu-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, 
Fmoc-Gln(trt)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH. 
Resina: NovaSyn TGR (500 mg peptidil-resina resina del núcleo de lisinas sintetizado como se 
indica en el apartado 4.1.2; 0,26 mmol/g, 0,13 mmol). 
Reactivos para el acoplamiento de los aminoácidos: Fmoc-AA-OH (1,2 mmol, 12 eq.), HATU 
(456,4 mg, 1,2 mmol, 12 eq.), DIEA (408,2 µl, 2,4 mmol, 24 eq.). 
El desanclaje del péptido se realizó tratando a la peptidil-resina con el método descrito en el 
apartado 3.6.1, utilizando la mezcla acidolítica TFA:H2O:TIS (95:2,5:2,5) (14,25 ml TFA, 0,375 
ml H2O, 0,375 ml TIS). 
Rendimiento de desanclaje: 72% (69,6 mg de crudo peptídico). 
Condiciones de purificación: gradiente isocrático de 5 minutos a 90% A seguido de gradiente 
lineal de 90% A a 45% A en 20 min, flujo 3,5 ml/min, detección por UV a 220 nm. 
Pureza: >95% 
Rendimiento de purificación: 14% (1,7 mg de péptido purificado). 
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Rendimiento de síntesis: 10% 
RP-HPLC: tR= 12,77 min (gradiente lineal 95% A a 5% A en 25 min; flujo 1 ml/min; detección 
por UV a 220 nm). 
MALDI-TOF: 4703,0 m/z ([M+H]+ experimental); 4703,1 m/z ([M+H]+ calculada). 
 
5.12. OBTENCIÓN DEL MAP TETRAMÉRICO DE TIPO LINEAL E2(11-26) (MAPLP2) 
 
El MAPLP2 se sintetizó tal y como se indica en el apartado 4.12. 
Aminoácidos protegidos: Fmoc-βAla-OH, Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-
Asn(trt)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Abu-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, 
Fmoc-Gln(trt)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Gly-OH, 
Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Glu(tBu)-OH, Fmoc-Phe-OH. 
Resina: NovaSyn TGR (804 mg de peptidil-resina del MAPLP3 sintetizado en el apartado 4.12; 
0,12 mmol/g, 0,096 mmol). 
Reactivos para el acoplamiento de los aminoácidos: Fmoc-AA-OH (1,16 mmol, 12 eq.), HATU 
(440,3 mg, 1,16 mmol, 12 eq.), DIEA (393,8 µl, 2,32 mmol, 24 eq.). 
El desanclaje del péptido se realizó tratando a la peptidil-resina con el método descrito en el 
apartado 3.6.1, utilizando la mezcla acidolítica TFA:H2O:TIS (95:2,5:2,5) (17,1 ml TFA, 0,45 ml 
H2O, 0,45 ml TIS). 
Rendimiento de desanclaje: 68% (92,7 mg de crudo peptídico). 
Condiciones de purificación: gradiente isocrático de 5 minutos a 80% A seguido de gradiente 
lineal de 80% A a 45% A en 20 min, flujo 3,5 ml/min, detección por UV a 220 nm. 
Pureza: >95% 
Rendimiento de purificación: 10% (1,3 mg de péptido purificado). 
Rendimiento de síntesis: 6,8% 
RP-HPLC: tR= 14,98 min (gradiente lineal 95% A a 5% A en 25 min; flujo 1 ml/min; detección 
por UV a 220 nm). 
ES+: 7281,2 m/z ([M+H]+ experimental); 7281,0 m/z ([M+H]+ calculada). 
 
5.13. OBTENCIÓN DEL MAP TETRAMÉRICO DE TIPO LINEAL E2(7-26) (MAPLP1) 
 
Se llevó a cabo la síntesis del MAPLP1 tal y como se indica en el apartado 4.13. 
Aminoácidos protegidos: Fmoc-βAla-OH, Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-
Asn(trt)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Abu-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, 
Materiales y métodos 
238 
Fmoc-Gln(trt)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Gly-OH, 
Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Glu(tBu)-OH, Fmoc-Phe-OH. 
Resina: NovaSyn TGR (457 mg de peptidil-resina del MAPLP2, sintetizado en el apartado 4.12; 
0,08 mmol/g, 0,037 mmol). 
Reactivos para el acoplamiento de los aminoácidos: Fmoc-AA-OH (0,44 mmol, 12 eq.), HATU 
(166,8 mg, 0,44 mmol, 12 eq.), DIEA (149,2 µl, 0,88 mmol, 24 eq.). 
El desanclaje del péptido se realizó tratando a la peptidil-resina con el método descrito en el 
apartado 3.6.1, utilizando la mezcla acidolítica TFA:H2O:TIS (95:2,5:2,5) (17,1 ml TFA, 0,45 ml 
H2O, 0,45 ml TIS). 
Rendimiento de desanclaje: 58% (103,8 mg de crudo peptídico). 
Condiciones de purificación: gradiente isocrático de 5 minutos a 80% A seguido de gradiente 
lineal de 80% A a 60% A en 20 min, flujo 3,5 ml/min, detección por UV a 220 nm. 
Pureza: >95% 
Rendimiento de purificación: 5% (1,1 mg de péptido purificado). 
Rendimiento de síntesis: 3% 
RP-HPLC: tR= 14,60 min (gradiente lineal 95% A a 5% A en 25 min; flujo 1 ml/min; detección 
por UV a 220 nm). 
ES+: 8870,9 m/z ([M+H]+ experimental); 8870,7 m/z ([M+H]+ calculada). 
 
5.14. OBTENCIÓN DEL MAP TETRAMÉRICO DE TIPO CÍCLICO E2(17-26) (MAPCP3) 
 
El MAPCP3 se sintetizó  como se describe en el apartado 4.14, a partir del núcleo de lisinas 
tetracloroacetilado (apdo. 4.14.1) y del péptido cíclico CP3 (apdo. 4.7). 
El rendimiento de reacción se expresa como el rendimiento de purificación, que se calculó 
determinando la cantidad de péptido puro obtenido y, como valor teórico, la cantidad de 
MAPCP3 que se esperaría obtener tras la reacción. 
El rendimiento de síntesis se expresa como combinación del rendimiento de reacción y de los 
rendimientos de síntesis obtenidos para los precursores de la reacción: 12% en el caso del CP3 y 
21% en el caso del núcleo de lisinas. 
 
5.14.1. Obtención del núcleo de lisinas tetracloroacetilado 
 
La síntesis del núcleo de lisinas tetracloroacetilado se realizó tal y como se describe en el 
apartado 4.14.1. 
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Aminoácidos protegidos: Fmoc-βAla-OH, Fmoc-Lys(Fmoc)-OH. 
Resina: NovaSyn TGR (200 mg, 0,29 mmol/g, 0,06 mmol). 
Reactivos para el acoplamiento de los aminoácidos: Fmoc-AA-OH (0,17 mmol, 3 eq.), HATU 
(66,2 mg, 0,17 mmol, 3 eq.), DIEA (59,2 µl, 0,35 mmol, 6 eq.). 
Reactivos para el acoplamiento del ácido cloroacético: ácido cloroacético (65,8 mg, 0,70, 3 eq.), 
HATU (264,7 mg, 0,70 mmol, 3 eq.), DIEA (236,7 mg, 1,39 mmol, 6 eq.). 
El desanclaje del péptido se realizó tratando a la peptidil-resina con el método descrito en el 
apartado 3.6.1, utilizando la mezcla acidolítica TFA:H2O:TIS (95:2,5:2,5) (14,25 ml TFA, 0,375 
ml H2O, 0,375 ml TIS). 
Rendimiento del desanclaje: 78 % (29,8 mg de crudo peptídico). 
Condiciones de purificación: gradiente isocrático de 3 min a 90% A seguido de gradiente lineal 
de 90% A a 20% A en 20 min, flujo 3,5 ml/min, detección por UV a 220 nm. 
Pureza: > 95% 
Rendimiento de purificación: 27% (8,1 mg de péptido purificado). 
Rendimiento de síntesis: 21% 
RP-HPLC: tR= 8,42 min (gradiente lineal 95% A a 5% A en 20 min; flujo 1 ml/min; detección 
por UV a 220 nm). 
MALDI-TOF: 779,3 m/z ([M+H]+ experimental); 779,5 m/z ([M+H]+ calculada). 
 
5.14.2. Reacción de tioeterificación 
 
Condiciones de la reacción de tioeterificación: CP3 (720 µg, 0,62 µmol, 8 eq.), núcleo de lisinas 
tetracloroacetilado (0,4 mg, 0,5 µmol), Tris-HCl 0,1 M, pH 8,2, N2, T ambiente. 
Condiciones de purificación: gradiente isocrático de 2 minutos a 90% A seguido de gradiente 
lineal de 90% A a 50% A en 25 min, flujo 3,5 ml/min, detección por UV a 220 nm. 
Pureza: ~75% 
Rendimiento de reacción: 8% (0,211 mg de péptido purificado). 
Rendimiento de síntesis: 0,2% 
RP-HPLC: tR= 19,6 min (gradiente lineal 90% A a 50% A en 27 min; flujo 1 ml/min; detección 
por UV a 280 nm). 
MALDI-TOF: 5276,9 m/z ([M+H]+ experimental); 5275,4 m/z ([M+H]+ calculada). 
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6. ENSAYO ANTIGÉNICO POR MICROARRAYS 
 
El protocolo seguido en la realización de los ensayos con microarrays fue muy similar, una 
adaptación, al procedimiento de la técnica de ELISA, descrita en el apartado anterior. Las 
principales diferencias fueron la incubación de los péptidos sobre el soporte sólido (impresión 
de péptido) y la detección de la unión antígeno-anticuerpo (anticuerpo secundario marcado con 
fluoróforo). 
 
6.1. DISOLUCIONES TAMPONADAS 
 
a) Tampón de unión: 10% DMSO en PBS. 
b) Tampón de bloqueo: tampón PBS con 0,005% Tween 20 y 5% de BSA. 
c) Tampón de lavado: PBS-T. Tampón fosfato salino (PBS) con 0,05% de Tween 20.       
d) Tampón de disolución de los sueros y la anti-IgG: Tampón de bloqueo PBS-T con 




Se estudiaron 124 péptidos formados por 18 aminoácidos solapados en 15 residuos de la 
proteína de envoltura E2 del GBV-C252, previamente sintetizados en el grupo de laboratorio. La 




Los péptidos se estudiaron con tres paneles de sueros. El primer panel estaba formado por 76 
sueros de pacientes infectados por VIH-1 procedentes de la Escuela de Medicina de Hannover 
(Alemania), de los que se conocía la presencia (VIH E2+) o no de anticuerpos anti-E2 (VIH 
E2-), determinada mediante el test de Abbott (descatalogado actualmente); un segundo panel de 
60 sueros de pacientes infectados por VIH-1 procedentes del Hospital de Bellvitge, de los que 
no se tenía información segura de su infección por GBV-C; y un tercer panel de 38 sueros de 
donantes voluntarios sanos (BS), que se utilizaron como controles negativos. 
 
Materiales y métodos 
241 
6.4. PROTOCOLO DE MICROARRAYS  
 
6.4.1. Unión de los péptidos a los soportes sólidos 
 
Los péptidos se disolvieron en tampón PBS con 10% de DMSO en una concentración de 1 
µg/µl y se transfirieron a una placa de poliestireno de 384 pocillos (ArrayIt) para después 
imprimirlos en portaobjetos de unión adsorbente de tipo UltraGAPS (Corning) con un 
impresor de proteínas ArrayIt. Cada cuatro péptidos se imprimió tampón de bloqueo como 
control del proceso de impresión. Se hicieron tres réplicas de cada una de las soluciones.  
Durante el proceso de impresión de los péptidos se hicieron ciclos de lavado del pin, tanto antes 
de comenzar, como entre las muestras y al finalizar el proceso (tabla 17). 
Los microarrays impresos se guardaron a 4ºC durante 15-20 horas en condiciones desecantes. 
Transcurrido este tiempo, se colocó una gradilla de silicona en cada portaobjetos para dividirlos 
en 14 pocillos y se realizó un lavado con PBS-T. 
 
 
Tabla 17. Ciclos de lavado del pin durante la impresión de los péptidos. 
 
Lavados Ciclos t (Sonicación)/s t (secado)/s 
Inicial y entre muestras 
7 1 0,5 
1 9 15 
Final 
9 1 0,5 
1 9 15 
 
 
6.4.2. Bloqueo de los lugares no saturados 
 
Se bloquearon las zonas del soporte sólido en las que no se habían imprimido los péptidos con 
el fin de evitar que moléculas no específicas se unan a dicho soporte. Así, se añadieron 200 µl de 
tampón de bloqueo en cada pocillo del microarray y se incubaron durante una hora a 
temperatura ambiente. Pasado este tiempo se vaciaron los pocillos. 
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6.4.3. Reacción con las muestras de sueros 
 
Se prepararon diluciones 1/200 de las muestras de sueros en tampón de bloqueo (5% de BSA 
en PBS-T) y se añadieron 100 µl a cada pocillo. Se incubaron los microarrays durante 15 horas a 
4ºC dentro de una cámara húmeda. Pasado este tiempo, se vaciaron los pocillos. 
 
6.4.4. Lavados tras la incubación de las muestras de sueros 
 
Después de la incubación de los sueros, se realizó un proceso de lavado con el tampón PBS-T 
(6 x 2 min, 200 µl/pocillo) con agitación. 
 
6.4.5. Reacción con el conjugado enzimático 
 
En los ensayos realizados se utilizó como anticuerpo secundario una anti-inmunoglobulina G 
(anti-IgG) humana de mono conjugada con el fluoróforo Dylight 649, específica de los 
fragmentos Fcγ.  
 
Así, se diluyó la anti-IgG en una relación 1:1.000 en tampón de bloqueo y se añadieron 100 µl 
en cada pocillo. Se incubaron los microarrays durante una hora y media a temperatura ambiente 
en una cámara oscura.  
 
6.4.6. Lavados tras la incubación con el conjugado enzimático 
 
Tras la incubación con el conjugado enzimático, se realizó el proceso de lavado con el tampón 
PBS-T (6 x 2 min, 200 µl/pocillo) con agitación con el fin de detener la reacción y de eliminar el 
exceso de anticuerpo secundario. Posteriormente, se quitó la gradilla de silicona que dividía cada 
slide y se realizaron dos lavados más con PBS-T, de 10 minutos cada uno, con agitación. Por 
último, se lavaron con H2O-milli Q y se secaron en la centrífuga a 1.000 rpm durante 5 minutos. 
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6.4.7. Medida de la fluorescencia 
 
Se midió la fluorescencia a 635 nm en el escáner de microarrays GenePix 4000B. Mediante el 
software GenePix Pro 6.1.0.4, se determinó la mediana de las intensidades de cada spot  a la que 
se restó el fondo local o background. 
 
6.5. CONTROL DE LOS ENSAYOS 
 
En cada experimento de microarrays, todas las medidas se realizaron por triplicado. Además, se 
incluyeron pocillos control con el fin de asegurar la validez de los ensayos. Los controles 
incluían: 
a) todos los reactivos excepto el suero (control negativo),  
b) dos péptidos irrelevantes en cada pocillo, cuya estructura primaria era conocida y no 
pertenecía a ninguna proteína del GBV-C, y por tanto no debían ser reconocidos por 
los anticuerpos del suero (control negativo). 
c) un péptido previamente estudiado con un suero con reactividad positiva (control 
positivo). 
 
6.6. TRATAMIENTO ESTADÍSTICO DE LOS DATOS 
 
Con el fin de conocer la especificidad de los péptidos, se compararon sus reactividades con los 
sueros, diferenciando entre sueros que contenían anticuerpos anti-E2 de la proteína E2 del 
GBV-C (VIH E2+), determinado mediante el test de Abbott; sueros en los que no se encontró 
la presencia de estos anticuerpos (VIH E2-, test de Abbott) y sueros procedentes de donantes 
voluntarios sanos.  
 
6.6.1. Barrido de la proteína E2 del GBV-C. Primera selección de péptidos  
 
En primer lugar se realizó un screening de los 124 péptidos con 8 sueros del panel VIH E2+, 8 
sueros del panel VIH E2- y 4 sueros del panel procedente de donantes de sangre. Se 
compararon los valores de fluorescencia obtenidos mediante el test no paramétrico de Mann-
Whitney empleando el software GraphPad Prism 5.01. Se consideraron estadísticamente 
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significativos los valores de probabilidad menores de 0,05. Se seleccionaron 38 de los 124 
péptidos. 
 
6.6.2. Comparación de paneles de sueros. Segunda selección de péptidos 
 
Se repitió el experimento de microarrays con los 38 péptidos seleccionados más los 2 péptidos 
control negativo y con la totalidad de los sueros de los paneles anteriormente mencionados. Se 
estudió su comportamiento y se llevó a cabo en estudio de fiabilidad de los ensayos. El análisis 
estadístico de los resultados de fluorescencia obtenidos se realizó con el software Stata 12.1150. 
 
Para ello, se crearon dos bases de datos y se trabajó con los valores triplicados medidos en cada 
péptido: 
- Base de datos con el panel de sueros de donantes voluntarios, formada por un total de 
38 sueros procedentes de personas sanas.  
- Base de datos con el panel de sueros de pacientes infectados por VIH (E2+ y E2-), 
constituida por 38 sueros VIH E2+ y 38 sueros VIH E2-. 
 
Tras representar los resultados de fluorescencia obtenidos para cada péptido, se realizó el 
estudio de fiabilidad del ensayo. 
 
6.6.2.1. Estudio de fiabilidad del ensayo de microarrays 
 
Siguiendo el procedimiento experimental anteriormente indicado, se repitió el ensayo con 16 
sueros del grupo VIH E2+ y 16 sueros del grupo VIH E2-, seleccionados al azar por muestreo 
aleatorio simple. A esta selección, se añadieron otros 4 sueros del primer grupo y otros 2 del 
segundo, ya que sus mediciones (triplicados) en el ensayo anterior presentaban gran variabilidad. 
En esta tesis, se estudió la repetibilidad de los ensayos para evaluar la fiabilidad235 de los mismos. 
Para ello se utilizó el Coeficiente de Correlación Intraclase (CCI)235, 236, calculado a partir de un 
Modelo de Análisis de la Varianza (ANOVA) de 1 Factor237. Este coeficiente se calculó de 
manera independiente para el primer y segundo triplicado, así como para el conjunto de las dos 
medias. Los resultados se completaron con un Modelo de Análisis de Varianza con 
anidamiento241, que considera que las 6 medidas de cada suero en realidad pertenecen a dos 
triplicados distintos. El nivel de significación fue α = 0,05. 
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6.6.2.2. Análisis estadístico de la comparación de los paneles de sueros 
 
El análisis estadístico de la comparación de los paneles de sueros se llevó a cabo calculando la 
mediana de fluorescencia de cada suero para cada péptido. Así, en los 38 sueros de donantes 
voluntarios, se calculó la mediana de las 3 mediciones; en los 38 sueros del grupo de VIH E2- y 
en los 38 sueros del grupo VIH E2+, se calculó la mediana de la fluorescencia bien de las 6 
medidas (incluyendo las 3 mediciones adicionales del estudio de fiabilidad) o bien de las 3 
medidas (para los sueros no escogidos en el estudio de fiabilidad). 
Los datos de fluorescencia se compararon mediante pruebas estadísticas no paramétricas, 
empleando el Test de Suma de Rangos de Wilcoxon242, 243. El nivel de significación o error de 
tipo I se fijó en  = 0,05. 
Se llevaron a cabo un total de 80 contrastes en la comparación de los distintos paneles de sueros 
y se corrigió el nivel de significación seleccionando los 40 p-valores (38 péptidos más 2 péptidos 
control) de los contrastes de hipótesis al comparar los 2 grupos de sueros (VIH E2+ y  VIH 
E2-). Éstos se ordenaron de menor a mayor y se aplicó el procedimiento para múltiples 
contrastes denominado False Discovery Rate (FDR)244, 245, seleccionando como valor q* =  = 
0,05; y escogiendo como método para el cálculo de la secuencia de los p-valores críticos 
individuales (para cada comparación) el método propuesto por Simes244, 246, 247. 
 
Además de estas comparaciones estadísticas, se estableció que la mediana de la intensidad de 
fluorescencia en el grupo de sueros de VIH E2+ debía ser, como mínimo, de 1.000 unidades; 
estudiando cada caso concreto. 
 
Finalmente, se seleccionaron 17 de los 38 péptidos iniciales. 
 
6.6.3. Capacidad diagnóstica de los péptidos seleccionados. Tercera 
selección 
 
Se representaron las curvas ROC para cada péptido empleando como controles positivos los 38 
sueros del panel de pacientes infectados por el VIH que contenían anticuerpos anti-E2 del 
GBV-C (VIH E2+), y como controles negativos los 38 sueros procedentes de donantes 
voluntarios. Se calculó el área bajo la curva ROC y se escogió el punto de corte para un valor de 
especificidad del 94,74%. Se calculó también el porcentaje de sueros correctamente clasificados 
por cada péptido. 
Materiales y métodos 
246 
Finalmente, se llevó a cabo una tercera selección de péptidos teniendo en cuenta aquéllos en los 
que la sensibilidad era mayor o igual al 75% para la especificidad seleccionada (94,74%) y el 
porcentaje de sueros correctamente clasificados mayor o igual al 85%. De esta manera, se 
seleccionaron 11 de los 17 péptidos. 
 
6.6.4. Reactividad de los péptidos para el diagnóstico en la infección por el 
GBV-C en pacientes infectados por VIH-1 
 
Siguiendo el procedimiento experimental anteriormente explicado, se repitió el ensayo de 
microarrays con los 11 péptidos seleccionados y el panel de 60 sueros de pacientes infectados 
por VIH, de los que no se tenía información de su infección por el GBV- C. Posteriormente, se 
estudió la antigenicidad de estos péptidos en dicho panel. 
 
Se representaron los valores de fluorescencia obtenidos y se comparó la reactividad de los 
péptidos teniendo en cuenta los puntos de corte hallados a partir de las curvas ROC para una 
especificidad del  94,74%. Así, cada uno de los 60 sueros se consideró menor, igual o superior al 
punto de corte en cada péptido. Se definió entonces un patrón en cada suero y se elaboró un 
listado de patrones. 
 
Finalmente, se establecieron dos condiciones para clasificar los 60 sueros estudiados como 
sueros positivos (coinfección VIH/GBV-C) o negativos (no coinfección VIH/GBV-C). En 
primer lugar, se consideró que aquellos sueros cuya fluorescencia se encontraba por encima del 
cut-off de 6 o más péptidos tenían una alta probabilidad de proceder de pacientes coinfectados 
por VIH/GBV-C; y en segundo lugar, se estableció que, en estos 6 o más péptidos, debía haber 
un epítopo de cada una de las tres zonas inicialmente identificadas (zona I, zona II y zona III). 
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7. ENSAYO INMUNOENZIMÁTICO: ELISA 
 
7.1. DISOLUCIONES TAMPONADAS 
 
a) Tampón de unión a las microplacas DNA-Bind™ : tampón 0,05 M 
Na2CO3/NaHCO3, pH 9,6. 
b) Tampón de unión a las microplacas Nunc Immobilizer™ Amino: tampón 0,1 M 
Na2CO3/NaHCO3, pH 9,6. 
c) Tampón de bloqueo en las microplacas DNA-Bind™: tampón 0,05 M 
NaCO3/NaHCO3, pH 9,6 con 2% albúmina sérica bovina (BSA). 
d) Tampón de bloqueo en las Nunc Immobilizer™ Amino: tampón 0,1 M 
NaCO3/NaHCO3, pH 9,6 con 2% albúmina sérica bovina (BSA). 
e) Tampón de lavado: PBS-T. Tampón fosfato salino (PBS) con 0,05% de Tween 20. 
Se utilizó una disolución 0,1 M de PBS, pH 7,5, compuesto por 8g de NaCl, 1,14 g 
Na2HPO4, 0,2 g KH2PO4 y 0,2 g KCl, disueltas en 1 litro H2O Milli-Q. 
f) Tampón de dilución de los sueros y la anti-IgG: Tampón RIA. 
      Tampón formado por 0,35 M NaCl, 0,01 M tris(hidroximetil)aminometano (TRIS), 
      1% BSA, 0,5% [vol/vol] deoxicolato de sodio, 0,1% dodecilsulfato sódico (SDS) 
      1% [vol/vol] Tritón X-100 en H2O Milli-Q. El tampón se suplementó con 10% de 
      suero fetal bovino (FBS). 
g) Tampón de dilución del sustrato enzimático: tampón 0,1 M Na2HPO4/ácido cítrico 
monohidratado, pH 5,0. 
h) Disolución de cromógeno y sustrato: tampón 0,1 M Na2HPO4/ácido cítrico 
monohidratado, pH 5,0 con 4% del cromógeno dihidrocloruro de orto-
fenilendiamina (OPD) y  8 µl/10 ml de peróxido de hidrógeno (H2O2) al 30%. 
      Esta disolución se prepara en el momento de ser utilizada y debe preservarse de la 
luz. 




El estudio de la capacidad diagnóstica de los MAPs tetraméricos heterogéneos MAP4[E2(7-
26),NS4a(27-43)] y el MAP4[E2(99-118),NS5a(112-126)]
32, previamente sintetizado en nuestro 
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grupo, se realizó con tres paneles de sueros procedentes del Servicio de Inmunología del 
Hospital Clínic de Barcelona. El primer y el segundo grupo consistían en 95 sueros de pacientes 
sometidos a tratamientos de hemodiálisis y 65 sueros de pacientes diagnosticados de hepatitis 
crónica, respectivamente. El tercer grupo consistía en 50 muestras de sueros de donantes 
voluntarios sanos que se utilizaron como controles negativos.  
Previamente, se había determinado la presencia de anticuerpos anti-GBV-C de la proteína E2 en 
35 muestras de los sueros procedentes de hemodializados y 36 procedentes del panel de 
hepatitis crónica. Este ensayo se realizó con el test comercial anti-HGVenv de los laboratorios 
Roche Diagnostics GmbH, basado en la proteína de envoltura E2 recombinante, pero que, 
actualmente, no está disponible en el mercado. 
 
La capacidad diagnóstica del péptido LP1E2 se evaluó con dos paneles de sueros. Un panel de 95 
sueros de pacientes infectados por el VIH-1 procedentes de la Escuela de Medicina de 
Hannover (Alemania), de los que se conocía la presencia o ausencia de anticuerpos anti-E2 del 
GBV-C (VIH E2+/E2-), determinada por el test de Abbott. El segundo panel ensayado estaba 
formado por 97 sueros de personas voluntarias sanas, procedente del Hospital Clínic de 
Barcelona (control negativo). 
 
En el estudio comparativo de la reactividad de las distintas formas de presentación del dominio 
E2(7-26), se utilizaron dos paneles de sueros. El primero contenía 45 sueros de pacientes 
infectados por el VIH-1 procedente del Hospital de Bellvitge de Barcelona; y el segundo, 45 
sueros de donantes voluntarios sanos, procedentes del Hospital Clínic de Barcelona (control 
negativo). 
 
La utilización de los sueros en estos estudios de investigación ha sido aprobada por los Comités 
de Ética de los respectivos hospitales. 
 
7.3. PROTOCOLO DE ELISA  
 
7.3.1. Unión de los péptidos a las microplacas 
 
Los péptidos se unieron mediante los grupos amino-primarios o mediante adsorción a la 
superficie de Microplacas DNA-Bind™ (Costar), preactivadas como ésteres de N-
oxisuccinimida. En el caso de los péptidos cíclicos, que no contenían grupos amino libres, 
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también se utilizaron placas Nunc Immobilizer™ Amino, en las cuales los péptidos se unieron 
por su grupo tiol libre. A partir de una disolución del péptido de 1 mg/ml en 10% de DMSO en 
H2O MilliQ se preparó una disolución  de 10 µg/ml en el tampón de unión. Se añadieron 100 µl 
de la disolución del péptido en cada pocillo y en los pocillos control que no contenían péptido 
se añadieron 100 µl de tampón de bloqueo. Las microplacas se incubaron tapadas toda la noche 
(aproximadamente 16 horas) a 4ºC. Transcurrido este tiempo, se vaciaron los pocillos antes de 
llevar a cabo el bloqueo. 
 
7.3.2. Bloqueo de la placa 
 
Se bloquearon los puntos en los que no había reaccionado el péptido, con el fin de evitar la 
unión inespecífica de moléculas a la superficie. Así, se añadieron 300 µl de tampón de bloqueo a 
cada pocillo de la microplacas y se incubaron durante una hora a temperatura ambiente dentro 
de una cámara húmeda. Pasado este tiempo se vaciaron los pocillos. 
 
7.3.3. Reacción con muestras de sueros 
 
Se prepararon diluciones 1:50 de las muestras de sueros en tampón RIA suplementado con 10% 
suero fetal bovino y se añadieron 100 µl a cada pocillo. Se incubaron las microplacas durante 
una hora y media a temperatura ambiente dentro de una cámara húmeda.  
 
7.3.4. Lavados tras la incubación de las muestras de sueros 
 
Después de la etapa de reacción con sueros, se realizó un proceso de lavado con tampón PBS-T 
(300 µl/ pocillo) con el fin de eliminar los reactivos en exceso. Este proceso se repitió 6 veces. 
 
7.3.5. Reacción con el conjugado enzimático 
 
En los ensayos realizados se utilizó como anticuerpo de detección una anti-inmunoglobulina G 
(anti-IgG) humana de conejo conjugada a la enzima peroxidasa de rábano picante (HRP). Este 
conjugado enzimático está indicado para la determinación de anticuerpos humanos del tipo IgG 
humana, y su parte enzimática facilita la visualización de la reacción que ha tenido lugar en la 
fase sólida.  
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Así, se diluyó la anti-IgG en una relación 1:1.000 en tampón RIA y se añadieron 100 µl a cada 
pocillo. Se incubaron las microplacas durante una hora a temperatura ambiente en una cámara 
húmeda. 
 
7.3.6. Lavados tras la incubación con el conjugado enzimático 
 
Después de la etapa de reacción con el conjugado enzimático, se realizó un proceso de lavado 
con el tampón PBS-T (6 x 300 µl/ pocillo) con el fin de eliminar los reactivos en exceso.  
 
7.3.7. Adición del sustrato enzimático 
 
Con el fin de visualizar la reacción antígeno-anticuerpo, se añadió un cromógeno, el 
dihidrocloruro de orto-fenilendiamina (OPD). Éste se oxida gracias a la reducción del peróxido 
de hidrógeno catalizada por la enzima peroxidasa de rábano. La reacción enzimática se detuvo 
con H2SO4 2N. Esta reacción da lugar a un cromóforo, cuya densidad óptica se midió en un 
espectrofotómetro de placas SpectraMax M5 (Molecular Devices).  
Así, se añadieron 100 µl  de la disolución del cromógeno en cada pocillo. Se incubaron las 
microplacas durante 30 minutos en la oscuridad. Transcurrido este tiempo, se detuvo la reacción 
enzimática añadiendo 50 µl de H2SO4 2 N a cada pocillo. Finalmente, se midió la absorbancia de 
las microplacas a 492 nm en el espectrofotómetro SpectraMax M5. 
 
7.4. DISEÑO DE LA MICROPLACA 
 
En cada experimento de ELISA, todas las medidas se realizaron por duplicado. Además, se 
incluyeron pocillos control con el fin de asegurar la validez de los ensayos. Los controles 
correspondía con: 
a) pocillo que incluye todos los reactivos excepto el péptido y el suero (control 
negativo), 
b) pocillo que incluye todos los reactivos excepto el péptido (control negativo), 
c) pocillo que incluye todos los reactivos excepto el suero (control negativo), 
 
En la tabla 18 se muestra el diseño de una placa a modo de ejemplo. En amarillo se representan 
los controles negativos del ensayo, en azul los sueros incubados con el péptido LP2E2, en rosa 
los sueros ensayados con el péptido CP2 y en morado con el péptido MAPLP2. 
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Tabla 18. Diseño de un placa de ELISA.  S1-S41, sueros de pacientes infectados por VIH-1 
positivos con el péptido LP1E2. BS101-BS102, sueros procedentes de donantes voluntarios 
sanos. Controles negativos: 00, todos los reactivos excepto el péptido y el suero; 01, todos los 




7.5. ESTIMACIÓN DEL PUNTO DE CORTE.  
 
El valor del punto de corte (cut-off, CO) para cada péptido permitió diferenciar entre sueros 
positivos y negativos, y se calculó de dos maneras diferentes. Cuando los péptidos se ensayaron 
con sueros caracterizados en cuanto a la presencia o ausencia de anticuerpos anti-E2 del GBV-
C, el cut-off se determinó a partir de la representación de las curvas ROC para un determinado 
porcentaje de especificidad. Debido al escaso volumen de muestra de estos sueros 
caracterizados, no se realizó el ensayo de ELISA con todos los péptidos. Así, en estos casos, el 
cut-off se calculó con los valores de absorbancia obtenidos con los sueros procedentes de 
donantes voluntarios sanos según la ecuación: 
     cut-off   = 2x σ 
Donde x  corresponde con la media de los resultados de densidad óptica obtenidos con los 
sueros procedentes de donantes voluntarios sanos, y σ con la desviación estándar de los mismos. 
 
La comparación de los resultados obtenidos con los distintos péptidos se realiza representando 
el valor del cociente de la absorbancia de cada suero entre el valor del punto de corte de cada 
péptido. Se consideraron sueros positivos cuando dicho cociente era mayor o igual que uno. 
 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 00 00 01 01 10 10 BS101 BS101 BS101 BS101 BS101 BS101 
B S1 S1 S1 S1 S1 S1 BS102 BS102 BS102 BS102 BS102 BS102 
C S12 S12 S12 S12 S12 S12 BS103 BS103 BS103 BS103 BS103 BS103 
D S16 S16 S16 S16 S16 S16 BS104 BS104 BS104 BS104 BS104 BS104 
E S30 S30 S30 S30 S30 S30 BS105 BS105 BS105 BS105 BS105 BS105 
F S39 S39 S39 S39 S39 S39 BS106 BS106 BS106 BS106 BS106 BS106 
G S40 S40 S40 S40 S40 S40 BS107 BS107 BS107 BS107 BS107 BS107 
H S41 S41 S41 S41 S41 S41 BS108 BS108 BS108 BS108 BS108 BS108 
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7.6. TRATAMIENTO ESTADÍSTICO DE LOS DATOS 
 
Se empleó el software GraphPad Prism 5.01149 tanto para la elaboración de curvas de 
rendimiento diagnóstico (ROC) y el área bajo la curva (AUC), como para la comparación con el 
test no paramétrico de Mann-Whitney145 de las reactividades de cada construcción peptídica con 
los diferentes paneles de sueros. Se consideraron estadísticamente significativos valores de 
probabilidad menores a 0,05.  
 
La comparación de las curvas ROC se realizó empleando el software MedCalc v 8.0253. Esta 
comparación permitió conocer cuál de los péptidos estudiados era el más exacto para el 
diagnóstico de la infección del virus GBV-C. Cuanto mayor es el área bajo la curva, mayor es la 
utilidad diagnóstica del péptido. Además, es conveniente que existan diferencias 
estadísticamente significativas entre las áreas. Así, en una prueba diagnóstica perfecta cabría 
esperar un área bajo la curva de 1, mientras que si el péptido es completamente 
indiscriminatorio, la curva coincidirá con una línea recta de pendiente 1. Las pruebas muy 
exactas tiene valores de área mayores que 0,9 y las moderadamente exactas valores de área entre 
0,7-0,9. 
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8. ESTUDIO DE TOXICIDAD Y FUSIÓN CELULAR 
 
8.1. LÍNEAS CELULARES 
 
Las líneas celulares empleadas fueron: la línea celular Hela-env, donada por el Dr. Blanco de la 
Fundació IRSI Caixa, que expresan la proteína de la envoltura del VIH-1 e integran en su 
genoma el promotor LTR (Long Terminal Repeats), implicado en la replicación viral; y la línea 
celular TZM-bl (AIDS reagents Cat. No. 8129), que expresa el receptor de membrana de los 
linfocitos CD4 y los correceptores CCR5 y CXCR4 e integra en su genoma los genes de las 
enzimas luciferasa y β-galactosidasa, que se sobreexpresan al producirse la fusión celular entre 
ambas líneas celulares. 
 
8.2. CULTIVO DE LÍNEAS CELULARES 
 
El cultivo de las líneas celulares empleadas se realizó en medio Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium 
(DMEM) suplementado con un 10% de suero fetal bovino y 1% de penicilina-estreptomicina a 
37ºC y 5% de CO2. 
 
8.3. ENSAYO DE TOXICIDAD 
 
El ensayo de toxicidad se llevó a cabo en placas de 96 pocillos de fondo transparente (Cultek 
Cat. No. 15-3596) con la línea celular Hela-env (2.500 células/pocillo). Los péptidos se 
incubaron con estas células durante 24 horas a 37ºC y 5% de CO2. Como control positivo de 
viabilidad celular se reservaron pocillos sin péptidos, sólo con células. 
Transcurrido el tiempo de incubación, se aspiró el medio y se adicionó la disolución de MTT 
(100 µl/pocillo). Ésta se preparó a partir de 200 µl de una disolución inicial de 5 mg/ml de MTT 
en PBS disueltos en 1 ml de medio celular.   
Tras 3 horas de incubación a 37ºC y 5% de CO2, se aspiró el medio, se añadieron  100 µl de 
DMSO por pocillo y se dejó reaccionando durante 2 horas en ausencia de luz a temperatura 
ambiente. Pasado este tiempo, se midió la absorbancia a 590 nm en un espectrofotómetro 
Spectramax M5.  
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8.4. ESTUDIO DE FUSIÓN CELULAR 
 
El ensayo de fusión celular consistió en el estudio de inhibición de la formación de sincitios.  
Al igual que en el estudio de la toxicidad de los péptidos, el experimento se realizó en placas de 
96 pocillos de fondo transparente (Cultek Cat. No. 15-3596) con la línea celular Hela-env (2.500 
células/pocillo), donde se incubaron los péptidos a ensayar a concentraciones crecientes hasta 
200 µM. Como control positivo de la fusión celular se empleó el péptido comercial C-34, 
inhibidor de la fusión del VIH, en una concentración 0,24 µM. 
Los péptidos y el control positivo se incubaron durante 1 hora a 37ºC y 5% de CO2, y a 
continuación, se añadieron 100 µl/pocillo de una solución de las células TZM-bl (25.000 
células/pocillo). 
Tras 24 horas de incubación a 37ºC y 5% de CO2, se observó la placa al microscopio para 
valorar cualitativamente si los péptidos ensayados tenían o no la capacidad de inhibir la 
formación de sincitios. Posteriormente, se adicionaron a cada pocillo 5 µl de una solución de 
20% de Igepal en 100 mM de PBS, pH 7,2, que actúa como surfactante, y 0,1 mM de MgCl2. Se 
dejó reaccionar durante 1-2 minutos y se agitaron vigorosamente los pocillos con la pipeta. 
Seguidamente, se añadieron 50 µl de una solución 1 mM de 4-metilumbeliferil-β-D-
galactopiranósido en 100 mM de PBS a pH 7,2 y 0,1 mM de MgCl2. La placa se incubó durante 
30 minutos a 37ºC. La reacción enzimática se detuvo con 150 µl de tampón glicina-NaOH, 100 
mM a pH 10,6. 
Finalmente, se determinó la cantidad de 4-metilumbeliferón formado midiendo la fluorescencia 
a las longitudes de onda de excitación y emisión de 355 nm y 460 nm, respectivamente, en el 
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a b s t r a c t
The use of synthetic peptides of both structural and nonstructural proteins of GB virus C (GBV-C) has been
studied for the development of new systems to diagnose infection caused by this virus. In an attempt to
increase the antigenicity of linear peptide sequences, chimeric multiple antigenic peptides (MAPs) con-
taining epitopes from E2, NS4, and NS5 GBV-C proteins have been synthesized. The synthetic constructs
were evaluated by ELISA to establish whether the epitopes in chimeric branched peptides are more effi-
ciently recognized by the specific antibodies compared to the monomeric linear sequences. Moreover, we
have investigated the application of a commercial biosensor instrument for the detection of antibodies
against the GBV-C in human serum samples. The results of the immunoassays reported in this work high-
light the usefulness of synthetic tetrameric branched peptides containing sequences from envelope and
nonstructural GBV-C proteins for the diagnosis of GBV-C infection. The potential clinical value of the
MAP4(E2-NS5a) for the serodiagnosis of GBV-C infection was demonstrated, thus providing the basis
for performing prevalence studies of the infection among the hemodialyzed and hepatitis C virus
(HCV)-infected population.
 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
The GB virus C (GBV-C)1 (also formerly known as hepatitis G
virus) is a virus made of a single chain of RNA that belongs to the Fla-
viviridae family. It is related to the hepatitis C virus (HCV) because it
has a genomic structure and homology in the sequence very close to
this hepatotropic virus. However, unlike HCV, it does not appear to
cause hepatitis nor any other type of pathology [1,2].
There is clear evidence that GBV-C is transmitted by sexual and
percutaneous routes and is frequently found in populations at risk
for blood-borne or sexually transmitted viruses. Thus, GBV-C is
more frequently detected in groups at higher risk for infection with
hepatitis viruses by similar routes of transmission as well as in pa-
tients treated with multiple hemodialysis procedures and higher
units of transfused blood products [3].
Particularly, GBV-C prevalence among patients with HCV mon-
oinfection varies from 11% to 24% depending on the population
studied [4–7]. GBV-C has been reported to have no impact on the
outcome of HCV infection, HCV-related chronic liver disease, hepa-
tic fibrosis, or transaminase levels [8]. However, in HCV/HIV-coin-
fected patients, the course of HCV disease is accelerated, with a
considerable increase in progression of hepatic fibrosis [9]. Re-
cently, Berzsenyi et al. [10] provided evidence of a significant
reduction in HCV-related liver morbidity associated with GBV-C
viremia in HCV/HIV-coinfected patients. In this sense, they pointed
out that GBV-C infection may contribute to the unpredictable clin-
ical outcomes in HCV/HIV-coinfected patients and could have a
role as a prognostic marker in this setting.
Otherwise, it has been proposed that GBV-C might be a good
indicator for demonstrating nosocomial parenteral transmission
of viral agents [11]. Thus, GBV-C could be introduced as a good pre-
dictor for hospital-acquired infection as this virus is common in
North America and Western Europe.
Although, there are currently no commercial systems to detect
specific markers of GBV-C infection, active GBV-C infection has
been detected by RT-PCR [12] while past infection has been de-
tected by the presence of anti-E2 antibodies [13] using an ELISA as-
say involving the E2 recombinant protein. The development of an
anti-E2 detection method has promoted a complete definition of
the prevalence of GBV-C since E2 antibodies are several times more
frequently detectable than RNA in blood donors [14]. Although the
appearance of anti-E2 antibodies is considered to be an indication
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of past infection, and detection of these antibodies and the active
presence of GBV-C [15,16] are unlikely to be concomitant, recent
literature provides descriptions of results that feature duality inso-
far as the positive presence of anti-E2 antibodies and the presence
of viral RNA [17] are concerned.
On the other hand, it has been proposed that E2 antibodies are
not a reliable marker of past GBV-C infection in populations with
impaired immune function [18]. Particularly, HCV-coinfected pa-
tients receiving interferon therapy can also eliminate the virus
without the development of anti-E2 antibodies. Thus, the elimina-
tion of the infection without antibodies against E2 protein raised
questions about the usefulness of E2 antibodies as a marker of past
GBV-C infection among HIV or HIV–HCV-coinfected patients.
The above noted results point to the need for further studies on
the development of the antibodies to provide an understanding of
the effect of exposure to GBV-C on human health in the context of
other viral infections.
In our group, the use of synthetic peptides of both structural
and nonstructural proteins of GBV-C has been studied for the
development of new systems to diagnose infection caused by this
virus. Our work has mainly involved the use of chemically well-de-
fined antigens that guarantee less inter- and intra-assay variability.
Hence, epitopes have been localized in E1 and E2 structural and
NS3, NS4, and NS5 nonstructural proteins of GBV-C and new linear,
chimeric, and cyclic antigens have been designed [19–21]. Our re-
sults have shown that the combination of different antigens is
clearly necessary to achieve both a good degree of sensitivity in
the immunoenzymatic assay and a greater specificity in results.
In an attempt to increase the antigenicity of previously reported
linear peptide sequences, chimeric multiple antigenic peptides
(MAPs) containing epitopes from E2, NS4, and NS5 GBV-C proteins
have been synthesized. The synthetic constructs were evaluated by
ELISA to establish whether the epitopes in chimeric branched pep-
tides are more efficiently recognized by the specific antibodies
compared to the monomeric linear sequences. Moreover, we have
investigated the application of a commercial surface plasmon res-
onance-based biosensor instrument for the detection of antibodies
against the GBV-C in human serum samples.
Experimental
Peptide synthesis
Multiple synthesis of 24 linear peptides related to the domain
(89–149) of the E2 envelope protein of GBV-C was carried out in
parallel in the solid phase using a semiautomatic synthesizer (Mul-
tisyntech GmbH). The 15-mer peptides are overlapped sequences
by 13 residues. A Rink amide resin (TentaGel R RAM, RAPP Polymere
GmbH) of functionalization 0.2 mmol/g, which allows carboxamide
peptides to be obtained at the C-terminal end, was used. The Fmoc/
tBu strategy based on the use of the 9-fluorenylmethoxycarbonyl
(Fmoc) group, labile to piperidine/DMF, was used as temporary pro-
tection for the a-amino functions and tert-butyl (tBu) groups, labile
to 95% trifluoroacetic acid (TFA), as semipermanent protection for
the different functions of the side chains of the amino acids (tBu es-
ters or ethers). The reagent groups were activated essentially by
means of treatment with N,N0-diisopropylcarbodiimide (DIPCDI)
and hydroxybenzotriazole (HOBt). The coupling reaction was car-
ried out in duplicate using threefold excess of reagents. For the sec-
ond coupling, the carboxyl group was activated by means of
addition of a phosphonium salt, benzotriazole-1-yl-oxy-tris(pyrr-
olidino)phosphonium hexafluorophosphate (PyBop), in the pres-
ence of HOBt and a base such as diisopropylethylamine (DIEA).
Once the synthesis was complete, the cleavage and deprotec-
tion process of the peptidyl resins was carried out in a semiauto-
matic synthesizer using the Multisyntech accessories available
for this purpose. This reaction was taken place by means of treat-
ment with 95% TFA in the presence of scavengers, basically H2O
and triisopropylsilane (TIS).
The peptides were characterized by analytical high performance
liquid chromatography (HPLC) and electrospray mass
spectrometry.
The syntheses of MAP4(E2-NS5a) and MAP4(E2-NS4a) were car-
ried out manually in a Rink amide resin (NovaSyn TGR, NovaBio-
chem) of functionalization 0.29 mmol/g. Amino acid side chain
protection was effected by the following: trityl (triphenylmethyl)
for glutamine, asparagine, and histidine; tert-butyl for aspartic
acid, glutamic acid, serine, and threonine; 2,2,5,7,8-pentamethyl-
chroman-6-sulfonyl (Pmc) for arginine; Fmoc or 1-(4,4-dimethyl-
2,6-dioxocyclohexylidene) 3-methyl-butyl (Dde) and tert-butoxy-
carbonyl (Boc) for tryptophan. The Cys residues present in the
E2(99–118) at positions 112 and 114 were replaced by 2-aminobu-
tyric acid (Abu) residues. This amino acid has the same hydropho-
bic and steric properties as cysteine, but avoids the reactivity of the
Cys thiol group without modifying the immunochemical properties
of the parent peptide [22].
The first amino acid coupled to the resin was b-Ala. The tetrava-
lent lysine core was obtained by sequential coupling of 0.4 mmol of
Fmoc-Lys(Fmoc)-OH and 0.8 mmol of Fmoc-Lys(Dde)-OH, which
were incorporated through 2-(1H-benzotriazole-1-il)-1,3,3-tetra-
methyluronium-tetrafluoroborate (TBTU):HOBt:DIEA (1:1:2)-med-
iated carboxyl activation. The assembly of the peptide sequences
E2(99–118) or E2(7–26) was then accomplished at both Na-lysine
positions. An eightfold molar excess of Fmoc-amino acids, DIPCDI/
HOBt was used throughout the synthesis. The N-terminal amino
acid was introduced as a tert-butoxycarbonyl (Boc) Na-protected
residue.
The Ne-Dde-protecting group was removed by treatment with
2% hydrazine in DMF [23]. The assembly of the NS5a(112–126)
or NS4a(27–43) sequences was then performed at both exposed ly-
sine Ne-amino groups of the monoepitopic MAP resin intermedi-
ates. For difficult couplings TBTU and DIEA agents were used. The
efficiency of these reactions was evaluated by the kaiser (ninhy-
drin) test and repeated couplings were carried out when a positive
ninhydrin test was observed.
The diepitopic MAPs were concomitantly side chain deprotec-
ted and cleaved from the resins by treatment with a mixture of
TFA in the presence of TIS and water as scavengers (TFA:TIS:H2O,
9.5:0.25:0.25) for 6 h with occasional agitation at room tempera-
ture. Then, the resin was filtered and washed with TFA. The fil-
trates were evaporated in vacuum to dryness and the crude
peptides were precipitated with diethyl ether to afford white sol-
ids, which were collected, dissolved in 30% acetic acid in water,
and lyophilized.
MALDI-TOF mass spectrometry spectra confirmed the expected
molecular mass of the diepitopic MAPs: [MH+] = 7899.9 and
[MH+] = 8356.8 for MAP4(E2-NS5a) and MAP4(E2-NS4a), respec-
tively. Purification of the crude molecules was achieved by semi-
preparative HPLC on a Kromasil C18 column (250  4.6 mm).
The synthesis of the linear peptides E2(7–26), GSRPFEPGLTWQ
SCSCRANG; NS4a(27–43), TDWDVKGGGSPLYRHGD; NS4b(8–22),
GESAPSDAKTVTDAVD; NS5a(112–126), GTSGWAEVVVTPTHVD;
Qm1 [NS5a(112–126)-GGG-NS4b(8–22)], GTSGWAEVVVTPTHVDG
GGGESAPSDAKTVTDAVD; and Qm2 (NS4b(8–22)-GGG-NS5a(112–
126)), GESAPSDAKTVTDAVDGGGGTSGWAEVVVTPTHVD has been
described previously [20].
Serum specimens
Three panels of serum samples from the Hospital Clinic of Bar-
celona were studied. The first and second groups consisted of 95
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sera from hemodialyzed patients and 65 sera from chronic hepati-
tis patients, respectively. The third group consisted of 50 control
sera from volunteer blood donors. Thirty-five samples of the
hemodialyzed and 36 samples of the chronic hepatitis panels were
tested for the presence of anti-HGV E2 protein (Roche
Diagnostics + GmbH).
Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)
Peptides were coupled to assay plates (Costar Corp. DNABind N-
oxysuccinimide surface) at 1 lg per well. Coupling was performed
overnight at room temperature at pH 9.6 in carbonate/bicarbonate
buffer (0.05 M).
Each plate contained control wells that included all reagents ex-
cept the serum sample in order to estimate the background reading
and control wells that included all reagents except the peptide to
evaluate nonspecific reactions of sera. For blank controls, wells
were coupled with BSA (2 lg/well). After incubation, the plates
were blocked with 2% BSA in carbonate/bicarbonate (0.05 M, pH
9.6) buffer for 1 h at room temperature. Sera were diluted 50-fold
in RIA buffer (1% BSA, 350 mM NaCl, 10 mM Tris–HCl, pH 7.6, 1%
vol/vol Triton X-100, 0.5 wt%/vol sodium deoxycholate, 0.1% SDS)
supplemented with 10% fetal bovine serum. An amount of
100 ll/well was added, and the mixture was incubated for 1.5 h
at room temperature. After the mixture was washed six times with
PBS/0.05% Tween 20, 100 ll/well of antihuman IgG conjugated to
peroxidase diluted in RIA buffer (1:1000) was added. After incuba-
tion for 1 h at room temperature, the plates were washed six times
with PBS/0.05% Tween 20 and bound antibodies were detected
with o-phenylenediamine dihydrochloride (OPD, Sigma Chemical
Company) and 30% hydrogen peroxide (0.8 ll/10 ml). The plates
were incubated at room temperature for 30 min. The reaction
was stopped with H2SO4 (2 N, 50 ll) per well, and absorbance val-
ues were measured at a wavelength of 492 nm. All sera were tested
in duplicate. Control sera were also included to monitor inter- and
intra-assay variations.
Biospecific interaction analysis (BIA)
The Biacore T100 analytical instrument, CM5 sensor chip, and
the running buffer (HSB-EP) containing 10 mM HEPES, pH 7.4, NaCl
150 mM, EDTA 3.4 mM, and 0.05% P20 surfactant were provided by
Biacore (GE Healthcare).
Prior to peptide immobilization on the CM5 chip, optimal con-
ditions for diffusion into the hydrophilic matrix were obtained. Dif-
ferent pH values (ranging from 3.1 to 5, depending on the pI of the
synthetic construct) and different peptide concentrations (ranging
from 12.6 nM to 1.26 lM) were assayed in order to optimize the
signal for capture of anti-GBV-C/HGV antibodies (data not shown).
Immobilization was performed at 25 C and at a flow rate of 10 ll/
min in HBS-EP as a running buffer. The sensor chip CM5 was acti-
vated by injecting N-hydroxysuccinimide (NHS) (0.05 M) and N-
ethyl-N0-(3-diethylaminopropyl)-carbodiimide (EDC) (0.2 M) (1:2,
v:v). Peptides were then covalently coupled to the sensor chip
through reaction with primary amines. Excess reactive groups
were deactivated by injecting 50 ll of 1 M ethanolamine adjusted
to pH 8.5. Thus, 0.17, 0.19, 0.14, and 0.11 pmol/mm2 of NS4b(8–
22), NS5a(112–126), Qm1 (NS5a(112–126)-GGG-NS4b(8-22)),
and Qm2 (NS4b(8–22)-GGG-NS5a(112–126)), respectively, were
immobilized in different flow cells. Moreover, 0.034, 0.091, and
0.24 pmol/mm2 of diepitopic MAP were immobilized in three dif-
ferent flow cells of one CM5 chip. Control experiments were per-
formed using sensor chips activated according to the protocol
described but without any peptide coupled.
Sera were diluted 1/50, 1/100, and 1/200 in running buffer con-
taining 0.1% CM dextran (CM dextran). Samples were injected at
25 C into the flow cells at a flow rate of 10 ll/min using HBS-EP
as running buffer. The contact time between a sample and the spe-
cific surface was 10 min. The same peptide surface was used
repeatedly to study several samples. This was accomplished by
washing away the associated antibodies by an injection of 1 min
pulse of NaOH (100 mM) between tests. To determine whether
peptide–antibody binding had occurred, the cutoff of the analysis
was calculated for each peptide relative to negative control sera
(mean + 2 standard deviations).
Statistical analysis
Receiver operating characteristic (ROC) curve analysis, Mann–
Whitney U test was conducted using MedCalc version 7.6 (MedCalc
Software, Mariakerke, Belgium). Samples were considered positive
when the absorbance was equal to or higher than the CO. The CO
value was calculated from the ROC analysis.
The reactivities of each peptide construct with the panel of sera
were compared using the t test analysis. Probability values less
than 0.05 were considered statistically significant.
Results and discussion
Selection of antigenic peptide sequences
There is currently great interest in work on the design of pep-
tidic sequences that are three dimensionally similar to the most
significant protein epitopes and meanwhile ensure total homoge-
neity of the antigen used in immunoassays. A number of ap-
proaches, including experimental and computational, have been
described to select peptides that functionally mimic B-cell epitopes
at the level of single amino acids. In an attempt to design a chime-
ric multiple antigen peptide as a better antigenic peptide that
could improve the sensitivity and specificity of immunoassays
based on linear monomeric peptides, we have selected the epi-
topes taking into account both previous studies carried out in
our group and epitope mapping of a selected E2 region.
We have previously reported the usefulness of E2(99–118) and
E2(125–139) peptides for the diagnosis of GBV-C infection [21]. In
the present work, in order to better comprehend the GBV-C sera
reactivities with E2 peptides, we proceeded to analyze the amino
acid requirements by synthesizing 15-mer overlapped peptides
in 12 residues that scan the (89–149) region of GBV-C E2 protein.
The peptides that are shown in Table 1 were successfully synthe-
sized by multiple synthesis and characterized by analytical HPLC
and electrospray mass spectrometry (ES-MS). Considering that vir-
al hepatitis is highly prevalent in the dialysis population and pa-
tients in maintenance hemodialysis have high risk of GBV-C
infection as well as patients coinfected with HCV, antibody reactiv-
ity to these synthetic peptides was assessed in a cohort of hemod-
ialyzed and chronic C hepatitis patients. These peptides were
analyzed in a direct binding assay (ELISA test) to evaluate their rec-
ognition by the antibodies present in both panels of sera. To iden-
tify the best recognized epitope, the 24 peptides were first assayed
with 8 hemodialyzed and 8 chronic C hepatitis patient sera and 4
samples of serum from healthy blood donors. As shown in Fig. 1,
an increase in sensitivity was seen predominantly for P6, P7, P8,
and P9 peptides. Moreover, the region corresponding to P18 and
P19 peptides also rendered a good performance in the ELISA assay.
Nevertheless, a lower specificity of this last region compared to the
P6–P9 sequences was obtained, the reactivity measured against
blood donor sera being clearly higher for P18–P19 peptides (Table
1, supplementary material). Taking into account these results, the
(99–118) sequence of E2 protein corresponding to P6–P9 peptides
was selected as an antigenic peptide domain to be included in the
MAPs for GBV-C diagnosis / M.J. Gómara et al. / Anal. Biochem. 396 (2010) 51–58 53
tetrameric structure of one chimeric MAP. Besides, the NS5a(112–
126) peptide was also selected according to the results previously
obtained [20]. As described, the reactivity of the NS5a(112–126)
peptide with the sera considered negative by the commercial E2
recombinant-protein test was quite significant, supporting the idea
that the combination of antigens belonging to different viral pro-
teins is necessary to ensure good sensitivity. Thus, MAP4[E2(99–
118) and NS5a(112–126)] was decided to be tested for reactivity
in the above described panels of sera.
On the other hand, to further analyze the usefulness of MAP
constructs and to investigate the antigenic domain dependence
of the antibody response, MAP4[(E2(7–26), NS4a(27–43)] was also
selected for synthesis. This chemical structure combines a linear
peptide corresponding to the N-terminus of the E2 protein which
was demonstrated to be highly reactive against sera containing
anti-GBV-C antibodies (results to be published), and a previously
defined antigenic region of the NS4a protein [20] .
Reactivity of chimeric multiple antigenic peptides by ELISA
As previously described, a useful attempt to increase the antige-
nicity of peptide sequences is the covalent attachment of epitopes
to synthetic branched polymeric scaffolds of controlled chemical
composition [24]. In this sense, the MAP system based on a small
immunogenically inert core matrix of lysine residues bearing radi-
ally branching synthetic peptides has been described as a multi-
meric form that improves the antigenic capacity of monomeric
linear peptides. The main advantages of MAP constructs are that
they consist of pure antigens and provide scaffolding for close
packing of peptide antigens which permit stabilization of the sec-
ondary structure and reverse turns of peptide antigens. MAPs of
different complexity have been used for detection of specific anti-
bodies of human diseases such as HIV-I infection [25,26], hepatitis
A [27], allergy [28], herpes simplex virus (HSV) infection [29], hu-
man herpes virus (HHV) infection [30], and systemic lupus erythe-
matosus [31].
In this work, the synthesis of two heterogeneous and tetrameric
macromolecular constructs was successfully accomplished using a
combination of orthogonal Dde amino protection and Fmoc-based
solid-phase chemistry [32]. The structure of the diepitopic MAPs
that are based on a tetrameric lysine core is represented in Fig. 2.
The crude peptides were purified by semipreparative reversed-
phase HPLC and the identity of the purified synthetic protein con-
structs was confirmed by MALDI-TOF and electrospray MS analysis
(Fig. 1, supplementary material).
With the aim of investigating the synergistic effects of present-
ing two copies of epitopes from different GBV-C proteins in the
same macromolecule, antibody reactivity to the synthetic MAPs
were assessed in a cohort of 95 hemodialyzed and 65 chronic C
hepatitis patient sera. Fifty sera from healthy blood donors were
used as control.
Diepitopic MAP containing two copies of E2(99–118) and
NS5a(112–126) epitopes was compared with the corresponding
Table 1
Primary structure and ES-MS data of synthetic peptides that scan the (89–149) region of GBV-C E2 protein.
E2 (99-118)      E2 (125-139)     ES-MS
        
SVSVTCVWGSVSWFASTGGRDSKIDVWSLVPVGSASCTIAALGSSDRDTVVELSEWGVPCA Observed  Expected 
                            masses         masses 
P1 SVSVTCVWGSVSWFA              1613.75    1613.84
P2 SVTCVWGSVSWFAST             1615.73   1615.81
P3 TCVWGSVSWFASTGG             1543.68   1543.70
P4      VWGSVSWFASTGGRD            1610.75   1610.73
P5            GSVSWFASTGGRDSK            1540.73   1540.64 
P6        VSWFASTGGRDSKID            1624.78   1624.76 
P7             WFASTGGRDSKIDVW           1723.83   1723.89
P8         ASTGGRDSKIDVWSL           1590.80   1590.74 
P9              TGGRDSKIDVWSLVP          1628.85   1628.83 
P10          GRDSKIDVWSLVPVG          1626.87   1626.86 
P11            DSKIDVWSLVPVGSA         1571.82   1571.78 
P12           KIDVWSLVPVGSASC         1559.80   1559.83 
P13            DVWSLVPVGSASCTI        1532.75   1532.76 
P14          WSLVPVGSASCTIAA        1460.73   1460.70 
P15                LVPVGSASCTIAALG       1357.73   1357.62 
P16           PVGSASCTIAALGSS       1319.64   1319.48 
P17                GSASCTIAALGSSDR      1394.65   1394.51 
P18                               ASCTIAALGSSDRDT      1466.67   1466.57 
P19                 CTIAALGSSDRDTVV     1506.73   1506.68 
P20                      IAALGSSDRDTVVEL     1544.80   1544.71 
P21                ALGSSDRDTVVELSE    1576.76   1576.67 
P22                     GSSDRDTVVELSEWG    1635.74   1635.69 
P23                 SDRDTVVELSEWGVP   1687.81   1687.81 
















Fig. 1. Reactivity of hemodialyzed and chronic hepatitis patient sera with 24
overlapped peptides that scan the (89–149) region of GBV-C E2 protein.
54 MAPs for GBV-C diagnosis / M.J. Gómara et al. / Anal. Biochem. 396 (2010) 51–58
monomeric peptides as coating antigens in the ELISA. As shown in
Fig. 3, the ROC curve analysis showed higher area under the curve
(AUC) value for MAP4(E2-NS5a) (0.874) compared to the linear
monomeric peptides (0.719 and 0.751 for NS5a(112–126) and
E2(99–118), respectively). The higher specificity obtained for the
MAP compared with the monomeric linear peptides as well as
the increase in the sensitivity indicates that this multimeric pep-
tide bearing peptide sequences from envelope and nonstructural
GBV-C proteins within the same molecule is more antigenic than
the corresponding parent peptides and can be used to detect spe-
cific anti-GBV-C antibodies to more than one epitope
simultaneously.
Considering the success of the results obtained with the above
described MAP construct, the antigenic capacity of the MAP4(E2-
NS4a) was also analyzed with the same panels of sera. In Fig. 4
the relationship between the sensitivity and the specificity of the
assays performed with the two diepitopic MAP constructs for dif-
ferent cutoff values is presented graphically by means of the ROC
curve analysis. We could observe a significantly higher area under
the curve value for the synthetic MAP4(E2-NS5a) (AUC = 0.806 and
0.947) compared to the MAP4(E2-NS4a) (AUC = 0.626 and 0.764)
for both panels of sera, hemodialyzed and chronic hepatitis pa-
tients, respectively. Fig. 4b shows the reactivity of both MAP4(E2-
NS5a) and MAP4(E2-NS4) with three panels of sera, hemodialyzed,
chronic C hepatitis, and blood donors, respectively. The cutoff se-
lected from the ROC curve results corresponded to 98% specificity.
The reactivities of the MAP4(E2-NS5a) for hemodialyzed and
chronic C hepatitis patient sera were significantly higher than
those of the MAP4(E2-NS4).
These results clearly indicate that the presence of peptides
belonging to the NS5a nonstructural protein is necessary to ensure
a good balance sensitivity/specificity.
In the development of tests to identify antibodies to HCV the
addition of antigens from the NS5 region in the third generation
ELISA assays improved the sensitivity of the tests [33]. The reactiv-
ity to NS5 proteins can also be identified individually by supple-
mentary assays, as recombinant immunoblot assay (RIBA), which
detects antibodies to each of the HCV proteins in a support mem-
brane. Furthermore, antibodies to HCV-NS5 in HCV infection may
be a surrogate marker of viremia [34,35]. In the same way and con-
sidering that the genetic structure and codified viral products are
similar among the Flaviviridae virus, the inclusion of GBV-C NS5
epitopes in the peptide antigen allows the amelioration of a pep-
tide-based test for the diagnosis of GBV-C infection.
Finally, the ELISA results obtained with the chimeric MAP con-
structs were compared to the results obtained when using the































Fig. 2. Primary structure of: (A) MAP4[E2(99–118)-NS5a(112–126)] and (B) MAP4[E2(7–26)-NS4a(27–43)]. Abu: L-a-aminobutyric acid.
Fig. 3. ROC curve analysis for E2(99–118), NS5a(112–126), and MAP4(E2-NS5a)
antibody reactivity in the cohort of both hemodialyzed and chronic hepatitis
patient sera. Sensitivity and specificity were calculated for all potential cutoff
values and plotted ROC curves (n = 95 hemodialyzed and 65 chronic hepatitis
patients, n = 50 blood donors). The area under the ROC curves was 0.751, 0.719, and
0.874 for E2, NS5a, and MAP E2-NS5a, respectively.
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were able to detect several samples that were scored as negative
by the commercial E2 protein test, particularly in the chronic hep-
atitis panel sera (data not shown). These results reinforce the idea
that the inclusion of nonstructural related sequences in the anti-
genic peptide increases the sensitivity of immunoassays based on
E2 recombinant protein.
Detection of anti-GBV-C antibodies in human sera by surface plasmon
resonance assay
Surface plasmon resonance (SPR) technology represents a
promising alternative to current routine immunoassay-based
methods. Due to the fact that the interaction measurements be-
tween the biomolecules are based on the changes in the refractive
index on the surface of the sensor, the detection of an analyte takes
place directly and without the presence of markers. The analyte
does not therefore require special characteristics (scattering
bands) or markers (radioactive or fluorescent) and can be detected
directly without the need to use detection protocols in which mul-
tiple steps are used, for example, sandwich-type tests. However,
the sensitivity, reproducibility, and robustness of SPR-based pro-
tein detection compared to the established and commonly used
sandwich-based or other labeling-based methods remain to be
critically assessed [36]. Comparative assessment of methodology
can be complicated for complex media such as body fluids [37].
Nevertheless, the high analytical performance and the potential
clinical value of this technology in the diagnosis of several infec-
tious diseases have been reported. Thus, peptide-based biosensor
assays have been performed directly on crude plasma samples
for detection of specific antibodies as biomarkers of viral infectious
diseases such as hepatitis A virus [38], hepatitis G virus [21], her-
pes simplex virus [39], rubella virus [40], and recently, Epstein-
Barr virus [41] as well as other human diseases as type I diabetes
[42] and cancer [43].
In this work, we have also investigated the application of a com-
mercial biosensor instrument for the detection of specific anti-GBV-
C antibodies in human serum samples. First, we tested by means of
SPR technology, monomeric linear NS4b(8–22), NS5a(112–126),
and two chimeric linear peptides Qm1 [NS5a(112–126)-GGG-
NS4b(8–22)] and Qm2 [NS4b(8–22)-GGG-NS5a(112–126)] whose
antigenicities have been previously analyzed by classical solid-
phase immunoassay [20]. The chimeric peptides contained the
same antigens colinearly linked via a triglycyl spacer but with
two different epitope orientations. These four linear peptides were
covalently linked to the CM5 sensor chip surface in order to ascer-
tain their ability to detect anti-GBV-C antibodies in a panel of 35
hemodialyzed patient sera. The amine-coupling chemistry was
used as the method of ligand immobilization in order to reproduce
the same conditions of antigen presentation as in the ELISA format.
Moreover a serum dilution of 1/50 was used as it has been assayed
by the ELISA test.
Since the major disadvantage of SPR is the nonspecific binding
of sample components to the sensor surface when analyzing com-
plex samples such as blood serum, carboxymethyl dextran has
been added to the serum samples in order to reduce the nonspe-
cific binding to CM-coated surfaces via a competition effect. More-
over, a reference channel was also used to allow for subtraction of
the signal from nonspecifically bound molecules from the total re-
sponse. The reference channel was obtained after activation and
deactivation of the surface without coupling a protein.
Fig. 2 (supplementary material) summarizes the serological re-
sults obtained with the different peptides using SPR methodology.
Compared to serological results previously obtained by the pep-
tide-based immunoassays [20], the reactivity observed with the
Qm1 peptide was significantly higher using SPR technology. By
means of the Biacore assay the sensitivity was increased to 65%
with 23 of the 35 tested sera being positive, while only 14 of 35
hemodialyzed sera samples were scored as positive in the ELISA
test (sensitivity of 40%). These differences were significant
(P = 0.013). Nevertheless, no significant differences were obtained
when NS4b(8–22), NS5a(112–126), and Qm2 were immobilized
in the sensor chip compared to the sensitivity previously obtained
in the ELISA test (Table 2).
Taking into account that, on one hand, chimeric peptides can
improve the sensitivity of the peptide biosensor assay and, on
the other hand, the epitope presentation within the peptide anti-
gen is crucial to the specific antibody recognition, we decided to
analyze the other chimeric format based on a branched scaffold.
Since this chimeric branched molecule presented a good sensi-
tivity/specificity balance in the ELISA test based on the covalent
immobilization of the peptide via its amino groups, we performed
the immobilization of the MAP in the sensor chip via the same ami-
no-coupling chemistry.
































Fig. 4. (A) ROC curve analysis for MAP E2-NS5a (black) and MAP E2-NS4a (grey)
antibody reactivity in the cohort of both hemodialyzed (HD, solid line) and chronic
hepatitis (CH, dotted line) patient sera. Sensitivity and specificity were calculated
for all potential cutoff values and plotted ROC curves. (B) Reactivity in ELISA of
MAP4(E2-NS5a) (black symbols) and MAP4(E2-NS4) (white symbols) with HD,
hemodialized patients; HCV, hepatitis C patients; and BD, blood donors. The
samples were considered anti-GBV-C antibodies positive when Abs/CO P 1.
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In order to allow a better discrimination of specific antibody
binding from low-avidity background reactivity present frequently
in human sera we optimized different conditions in the SPR analy-
sis. First, we varied the injection time of the same concentration of
the MAP peptide to obtain different immobilization levels on the
three flow cells. Then, for these different peptide immobilization
levels, we measured antibody binding responses at 1/50, 1/100,
and 1/200 sera dilutions (Fig. 3, supplementary material).
Using these conditions, 25 sera from chronic C hepatitis patients
that were considered as positive on the basis of the preliminary
screening by ELISA and 11 sera from blood donors were tested.
Binding of the serum antibodies was detected according to the
magnitude of SPR signal before and after injection of the sample.
No differences were obtained between positive and negative sam-
ples at 1/100 and 1/200 dilutions when injected over 0.034, 0.091,
and 0.24 pmol mm2 peptide-functionalized surfaces. Despite
using reference channels and adding CM dextran to the serum
samples to avoid nonspecific interaction, many serum samples be-
haved in an inconsistent way. Only considering the flow cell with
the highest amount of peptide immobilized we could discriminate
between positive and negative samples at the highest concentra-
tion of sera (1/50). However, 14 of the 25 positive samples tested
gave positive results for the presence of specific serum antibodies
and 5 of the 11 negative samples also a rendered positive response.
Thus, the specificity of the MAP-based biosensor was significantly
lower than that obtained by the conventional immunoassay.
It has been described that in immune reaction based on SPR, the
specificity of the assay is enhanced by a sandwich technique, be-
cause the amplified antibody can mostly interact with its antigen
[44]. The advantage of this approach does not change the physical,
chemical, or biological characteristics of the antibodies. Moreover,
since polyclonal antibodies contain the entire antigen-specific
antibody population, one antigen molecule can form a complex
with several antibody molecules. In this sense, in order to enhance
the specificity of the MAP-based biosensor a sandwich strategy
could be performed since the specificity of the antibody–anti-
gen–antibody will presumably be higher than that of the anti-
gen–antibody.
Conclusions
In our hands, nonspecific binding to the sensor surface, which
would hinder a specific biological interaction, is a serious obstacle
for the development of the MAP-based biosensor handling serum
samples. In this sense, the MAP SPR-based biosensor was not con-
sidered as a useful tool for detecting the presence of specific serum
antibodies against GBV-C since it did not give any advantage over
the peptide-based ELISA. Our results demonstrated that the immu-
noenzymatic assays, such as peptide-based ELISA, constitute a sim-
ple, cheap, and sensitive method for detection of specific
antibodies. This assay is easy to perform, cost effective, and reliable
without compromising sensitivity and specificity.
The results of the immunoassays reported here highlight the
usefulness of synthetic tetrameric branched peptides containing
sequences from envelope and nonstructural GBV-C proteins in
hepatitis G diagnosis. The potential clinical value of MAP4(E2-
NS5a) for the serodiagnosis of GBV-C infection has been demon-
strated, thus giving information for performing prevalence studies
of the infection among the hemodialyzed and HCV-infected popu-
lation. In this sense, we are also currently investigating the ability
of the chimeric MAP to recognize specific anti-GBV-C antibodies in
HIV and HCV/HIV-coinfected patients in order to provide an under-
standing of the effect of exposure to GBV-C in the progression of
illness caused by HIV infection as well as the putative role as a
prognostic marker in the context of other viral infections.
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Figure 1. Characterization of MAP4(E2-NS5a): A) HPLC chromatogram of 
crude peptide; B) HPLC chromatogram of purified peptide; C) MALDI-TOF MS 
analysis of purified peptide; and MAP4(E2-NS4a): D) HPLC chromatogram of 
purified peptide and E) MALDI-TOF MS analysis of purified peptide 
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Figure 2. Reactivity of the synthetic linear monomeric and chimeric  peptides 
with haemodialyzed patient sera using SPR methodology . The samples were 












Figure 3. Reactivity of the MAP4(E2-NS5a) peptide with chronic hepatitis 
patient sera using SPR methodology. A) dilution sera of 1/50; B) dilution sera of 
1/100; C) dilution sera 1/200. White squares are chronic hepatitis patient sera 






















  P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17 P18 P19 P20 P21 P22 P23 P24 
BD1 0,048 0,068 0,079 0,063 0,139 0,104 0,082 0,064 0,061 0,091 0,053 0,057 0,05 0,058 0,054 0,08 0,069 0,204 0,41 0,28 0,278 0,273 0,266 0,159 
BD2 0,082 0,111 0,096 0,099 0,05 0,116 0,099 0,1 0,106 0,165 0,064 0,061 0,071 0,07 0,092 0,085 0,122 0,35 0,299 0,23 0,288 0,287 0,182 0,199 
BD3 0,115 0,159 0,172 0,134 0,078 0,13 0,125 0,15 0,107 0,098 0,098 0,085 0,077 0,093 0,142 0,112 0,135 0,45 0,325 0,117 0,123 0,127 0,11 0,191 
BD4 0,091 0,128 0,113 0,105 0,95 0,118 0,153 0,144 0,152 0,097 0,089 0,048 0,103 0,102 0,11 0,107 0,123 0,15 0,12 0,107 0,111 0,117 0,196 0,188 
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The beneficial effect of co-infection by GB virus C
(GBV-C) in the course of the disease in human
immunodeficiency virus (HIV)-infected patients
has been described, although its mechanism of
action is yet to be determined. The role of anti-
GBV-C antibodies in HIV-infected patients also
remains unknown. At present, there are no com-
mercial systems to detect specific markers of
GBV-C infection. The research presented follows
our previous work from which we obtained chime-
ric molecules formed by two domains of different
GBV-C proteins with good sensitivity ⁄ specificity
balances in the detection of anti-GBV-C antibodies
in hemodialyzed and chronic hepatitis patient
samples. It has been investigated the ability of the
synthetic peptides to recognize specific anti-GBV-
C antibodies in HIV and HCV ⁄ HIV co-infected
patients by a peptide-based ELISA immunoassay.
The results showed that human immunodeficiency
virus-infected patients have a significantly higher
frequency of anti-GBV-C antibodies than healthy
controls. A comparison between HCV+ ⁄ HIV+ and
HCV) ⁄ HIV+ was analyzed. Although a higher per-
centage of HCV ⁄ HIV-positive sera were positive
for antibodies against GBV-C peptides, the differ-
ence was not significant. The presence of anti-
GBV-C antibodies could represent a good marker
of exposure to GBV-C in HIV-infected patients to
facilitate a further analysis of the effect of this
exposure in the progression of illness caused by
HIV infection.
Key words: GB virus C, hepatitis C virus, human immunodeficiency
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GB virus C (GBV-C) was the third in a set of viruses identified in a
search for new human hepatitis viruses (1). Another isolate of the
same virus has also been named hepatitis G virus (2). While GBV-A
and GBV-B have not been identified in humans, GBV-C is a humano-
tropic virus and is the close relative of hepatitis C virus in humans
(3). However, while GBV-C could not be associated with any harmful
effect in humans, there is a strong evidence for GBV-Cs association
with ameliorated course of human immunodeficiency virus (HIV) dis-
ease (4).
Antibodies against the E2 region of GBV-C were demonstrated to
prevent from GBV-C viraemia and indicate past infection (5,6).
Although the evidence that these antibodies prevent viraemia is not
clear, an association with decreased transmission has been reported
(7,8). While the role of GBV-C viraemia has been studied more
widely, the significance of antibodies against GBV-C E2 protein
beyond its role in preventing GBV-C viraemia is currently unknown.
One study suggested an ameliorated course of HIV infection in
GBV-C E2 antibody–positive patients (9).
There are currently no commercial systems to detect specific mark-
ers of GBV-C infection. The basic marker used to diagnose active
GBV-C viremia is the RNA, which is detected using RT-PCR (10).
Moreover, an enzyme-linked immunosorbent assay trial has been
developed to detect anti-GBV-C antibodies by using the recombinant
E2 protein of the viral envelope as an antigen (11,12). However, the
presence of false negatives in some cases, low sensitivity in others,
and diagnostic errors associated with the variability of these assays
recommend the use of more than one of E2 protein regions to
unmistakably detect GBV-C infection.
Thus, as none of the earlier assays are currently available, there
is a need to develop new assays. In addition, it would be good
1
Chem Biol Drug Des 2011
Research Article
ª 2011 John Wiley & Sons A/S
doi: 10.1111/j.1747-0285.2011.01143.x
to be able to evaluate the relevance of antibodies directed
against different GBV-C proteins. Therefore, peptides related to
GBV-C envelope and non-structural proteins were designed and
synthesized to establish ELISA assays in our group, as described
previously (13). One concept to keep in mind is that data pub-
lished so far basically focus on GBV-C RNA for proving infection
and anti-GBV-C E2 associated with clearance of GBV-C (5), while
in most infections, antibodies are detectable not only after clear-
ance but also during infection, i.e., in hepatitis B, the anti-HBs
occurs in case of viral clearance, while anti-HBc is present in
both persistent and cleared infection (14). In hepatitis C virus
(HCV) infection, antibodies against various non-structural and
structural proteins do occur within weeks after infection and are
not related to viral clearance (15).
In this work, we investigate the ability of the synthetic peptides to
recognize anti-GBV-C antibodies in HIV and HCV ⁄ HIV co-infected
patients to provide better understanding of the effect of exposure
to GBV-C in the progression of illness caused by HIV infection as




The synthesis of the linear and branched peptides was accom-
plished by Fmoc-based solid phase methodologies and has been
previously published (16–20). The purity of the samples after high-
performance liquid chromatography (HPLC) purification was checked
by analytical HPLC and was found to be higher than 95% in all
cases. The primary sequence and analytical characterization of the
peptides are shown in Table 1.
Serum specimens
Four different panels of serum samples were analyzed:
The first group consisted of 95 sera from HIV-infected patients who
attended outpatient clinic from Medizinische Hochschule Hannover,
in Hannover, Germany and tested positive for GBV-C anti-E2 anti-
bodies (Abbott test) and negative for GBV-C RNA (9).
The second group consisted of 164 sera from HIV-infected patients
from the Hospital of Bellvitge of Barcelona. Seventy-seven samples
of this panel were screened for HCV infection (anti-HCV Abbott Ax-
sym test).
The third one corresponded to 88 sera from the same patients of
the second group but collected after the initiation of HAART ther-
apy.
The fourth panel consisted of 143 control sera from volunteer blood
donors from two different Hospitals of Barcelona (Hospital of Bell-
vitge and Hospital Clinic).
This study was approved by the Ethics Committee of the Hospitals.
ELISA
Peptides were coupled to assay plates (DNABind N-oxysuccinimide
surface; Corning Incorporated, Corning, NY, USA) at 1 lg per well.
Coupling was performed overnight at room temperature at pH 9.6
(0.05 M carbonate ⁄
bicarbonate buffer).
Each plate contained control wells that included all reagents except
the serum sample to estimate the background reading and control
wells that included all reagents except the peptide to evaluate non-
specific reactions of sera. For blank controls, wells were coupled
with 2 lg of bovine serum albumin (BSA) ⁄ well. After incubation,
the plates were blocked with 2% BSA in 0.05 M carbonate ⁄ bicar-
bonate (pH 9.6) buffer for 1 h at room temperature. Sera were
diluted 50-fold in RIA buffer (1% BSA, 350 mM NaCl, 10 mM Tris–
HCl, pH 7.6, 1% v ⁄ v Triton-X-100, 0.5 wt % ⁄ v sodium deoxycholate,
and 0.1% sodium dodecyl sulfate) supplemented with 10% fetal
bovine serum. An amount of 100 lL ⁄ well was added, and the mix-
ture was incubated for 1.5 h at room temperature. After the mix-
ture was washed six times with phosphate-buffered saline
(PBS) ⁄ 0.05% Tween-20, 100 lL ⁄ well of antihuman IgG conjugated
to peroxidase diluted 1:1000 in RIA buffer was added. After incuba-
tion for 1 h at room temperature, the plates were washed six times
with PBS ⁄ 0.05% Tween-20 and bound antibodies were detected
with o-phenylenediamine dihydrochloride (OPD; Sigma Chemical
Company, St Louis, MO, USA) and 8 lL ⁄ 10 mL of 30% hydrogen
Table 1: GB virus C (GBV-C) synthetic peptide characterization
Peptide Primary sequence HPLC (k¢)a [M+]exp
E1(3–17) APATHACRANGQYFL 3.4i 1619.8b
E2(7–26) GSRPFEPGLTWQTCSCRANG 5.2ii 2152.8c
E2(125–139) CTIAALGSSDRDTV 3.5iii 1507.4b
E2(279–298) AGLTGGFYEPLVRRCSKLMG 3.9i 2093.2b
NS3(440–460) AIAYYRGKDSSIIKDGDLVVC 7iv 2286.4b
NS4b(8–22) GESAPSDAKTVTDAVD 2.5ii 1562.6b
MAP4[E2(99–118)-NS5a(112–126)] (VSWFASTGGRDSKIDVWSLV)2(GTSGWAEVVVTPTHV)2(K)2 K bA 6.5
i 7899.9c
aKromasil C18 column (5 lm, 25 · 0.46). Eluents: (A) 0.05% TFA in water; (B) 0.05% TFA in acetonitrile. Flow rate 1 mL ⁄ min, detection at 215 and 280 nm.
Gradient elution: i95% (A) to 5% (A) in 30 min; ii85% (A) to 65% (A) in 30 min; iii75% (A) to 55% (A) in 30 min; and iv50%(A) to 5% (A) in 30 min.
bExperimental mass obtained by electrospray mass spectrometry.
cExperimental mass obtained by MALDI-TOF mass spectrometry.
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peroxide. The plates were incubated at room temperature for
30 min. The reaction was stopped with 50 lL of 2 N H2SO4 per
well, and absorbance values were measured at a wavelength of
492 nm. All sera were tested in duplicate. Control sera were also
included to monitor inter- and intra-assay variations. Moreover, each
plate contained control wells coated with an irrelevant peptide for
GBV-C (mellitin, a 26-mer peptide that constitutes the principal
active component of bee venom) to control the specificity of the
GBV-C peptides–serum interaction.
Receiver operating characteristic analysis was performed using
MedCalc version 7.6 (MedCalc Software, Mariakerte, Belgium).
Results and Discussion
Selection of peptides for diagnosing GBV-C
infection in HIV-infected patients
Previous work of our group has demonstrated the usefulness of syn-
thetic peptides from envelope and non-structural GBV-C proteins for
the serodiagnosis of this infection among hemodialyzed and chronic
hepatitis C-infected patients (13). The epitope peptides were identi-
fied by computer-aided prediction of antigenicity, and they were
mainly located in hydrophilic, accessible and b-turn regions of GBV-
C proteins (20).
In an attempt to apply GBV-C derived peptides for the diagnosis of
GBV-C in HIV co-infected patients, a serological screening using lin-
ear peptides from different GBV-C proteins (E1, E2, NS3, NS4b, and
NS5a) as well as a multiple antigenic peptide (MAP), which pro-
vides scaffolding for close packing of E2(99–118) and NS5(112–126)
peptide antigens permitting the stabilization of the secondary struc-
ture and reverse turns (Figure 1), was carried out using a panel of
eighteen sera: six serum samples tested positive and six tested
negative for the commercial E2 recombinant protein-based test and
six control sera from volunteer blood donors.
The immunoreactive patterns of the peptides tested indicated that
some of them, such as E2(125–139), showed randomly distributed
reactivities, while the absorbance values for NS3(440–460), E1(3–
17), E2(279–298), and NS4b(8–22) peptides were low(data not
shown). Figure 2 shows the serological profile of peptides E2(7–26)
and MAP4[E2(99–118)-NS5a(112–126)] by direct binding ELISA.
These peptides showed a significant reactivity with the anti-
E2-positive sera, while lower response was observed with anti-
E2-negative and blood donors. Taking into account these preliminary
results, E2(7–26) (linear peptide, LP1E2) and MAP4[E2(99–118)-
NS5a(112–126)] (multiple antigenic peptide, MAPE2 ⁄ NS5) peptides
were chosen to carry out the antigenicity study with the whole pan-
els of HIV-infected patients sera.
We assessed the serological reactivity of the 95-sera panel from
HIV-infected patients that were tested positive for GBV-C anti-E2
protein antibodies by the Abbott test, using LP1E2 and MAPE2 ⁄ NS5
peptides. Moreover, a panel of 97 sera from blood donors was used
as negative controls. Figure 3 shows the results obtained when per-
forming the comparative ROC curve analysis of the two peptides.
We could observe a higher area under the curve (21) value for the
MAPE2 ⁄ NS5 (0.976) compared with the LP1E2 peptide (0.708). Cutoff
values for each ELISA test calculated according this ROC curve
analysis were 0.295 optic density units (ODUs) for MAPE2 ⁄ NS5 and
0.357 ODUs for LP1E2. These cutoff values corresponded to 94.8%
specificity.
To assess the risk for GBV-C infection, odds ratios (ORs) with 95%
CIs were calculated for the presence of anti-LP1E2 and anti-
MAPE2 ⁄ NS5 antibodies in the panel of HIV-infected patients with
unknown GBV-C ⁄ HIV co-infection (164 serum samples). The associa-
tion was tested with Fisher's exact test.
As shown in Table 2, the presence of antibodies anti-LP1E2 and





















Figure 1: Structure of a tetrameric and heterogeneous Multiple
Antigenic Peptide (MAP) black arrow: NS5a(112–126):
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Figure 2: Serological profile of E2(7–26) (LP1E2) and
MAP4[E2(99–118)-NS5a(112–126)] (MAPE2 ⁄ NS5).
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significantly associated with HIV infection (OR: 21.22, p < 0.0001
and OR: 5.11 p = 0.0004, respectively), indicating that HIV-infected
patients have a significantly higher frequency of anti-GBV-C peptide
antibodies than healthy controls.
Peptide reactivity for diagnosing GBV-C in
HCV ⁄ HIV co-infected patients
Recently, Berzsenyi et al. (21) provided evidence of a significant
reduction in HCV-related liver morbidity associated with GBV-C vira-
emia in HCV ⁄ HIV co-infected patients. In this sense, they pointed
out that GBV-C infection may contribute to the unpredictable clinical
outcomes in HCV ⁄ HIV co-infected patients and could have a role as
a prognostic marker in this setting. It has also been described that
HCV ⁄ HIV co-infected patients with active GBV-C replication had a
lesser degree of histological lesions and lower HCV viral loads when
compared with HCV ⁄ HIV-infected patients. Nevertheless, no differ-
ences regarding biochemical markers, such as aspartate amino
transferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT), and c-glutamyl
transferase, were observed among HIV ⁄ HCV and triple HCV ⁄ GBV-
C ⁄ HIV co-infected patients (22,23).
In an attempt to establish if the relationship between HCV and
GBV-C infections in HIV-infected patients do correlate, the presence
of anti-LP1E2 and anti-MAPE2 ⁄ NS5 antibodies was studied by direct
binding ELISA in HCV ⁄ HIV co-infected patients. To this purpose, 77
sera from the panel composed 164 sera of HIV-infected patients
were screened for the HCV. Fifty-two were determined HCV-RNA or
anti-HCV negative and 25 were determined HCV-RNA or anti-HCV
positive using a commercial HCV test.
Table 3 shows the number of sera tested as positive for GBV-C
peptides depending on the presence or absence of HCV infection.
The reactivity of each peptide construct with both positive and neg-
ative HCV panels of sera was compared, and odds ratios were cal-
culated and tested the association. Although a higher percentage of
HCV-positive ⁄ HIV-positive sera were positive for antibodies against
GBV-C peptides (68% and 32% for LP1E2 and MAPE2 ⁄ NS5 versus
52% and 17%, respectively, Table 3), the difference was not signifi-
cant.
Reactivity of GBV-C peptides in HIV-infected
patients depending on HAART therapy
As reported by Tillman et al. (24), GBV-C viral load increased in
patients who started highly active antiretroviral therapy (HAART).
The presence of GBV-C RNA remained predictive of longer survival.
Moreover, Rodriguez et al. (25) demonstrated that patients with
concurrent GBV-C and HIV infection exhibit a better response to
HAART as indicated by higher complete virological response rates.
However, not all studies found a difference in response to HAART
depending on GBV-C viraemia status (26). Nevertheless, no studies
have addressed the role of GBV-C antibodies has on pre- and post-
HAART in the setting of HIV co-infection.
In this work, serum levels of the antibodies against LP1E2 and
MAPE2 ⁄ NS5 peptides were measured in 88 HIV-infected patients at
baseline and receiving HAART therapy. Antipeptides antibodies did
not remain stable in most patients during the follow-up, because
more than half of the serum samples scored as positive at baseline
were in general declined and converted to negative at HAART (59%
and 60% for MAPE2 ⁄ NS5 and LP1E2, respectively). Moreover, a per-
centage ranging 7–18% of serum samples scored as negative at















Figure 3: Receiver operating characteristic curves analysis for
LP1E2 and MAPE2 ⁄ NS5 reactivity in the cohort of patients with
Human immunodeficiency virus (HIV; GBV-C E2 protein positive) or
blood donors. Sensitivity and specificity was calculated for all
potential cut-off values (n = 95 HIV patients, n = 97 blood donors).
Table 2: Association between anti-GBV-C synthetic peptide anti-







n = 143 OR (95% CI) p-value
Anti-LP1E2 79 6 21.22 (8.86–50.81) <0.0001
Anti-MAPE2 ⁄ NS5 30 6 5.11 (2.06–12.68) 0.0004
Anti-LP1E2, antibody against linear epitope E2(7–26), Anti-MAPE2 ⁄ NS5, anti-
body against a multi-antigen MAP4[E2(99–118)-NS5a(112–126)].
Table 3: Effect of hepatitis C virus ⁄ human immunodeficiency







n = 52 OR (95% CI) p-value
Anti-LP1E2 17 27 1.97 (0.72–5.35) 0.185
Anti-MAPE2 ⁄ NS5 8 9 2.25 (0.74–6.79) 0.151
Anti-LP1E2, antibody against linear epitope E2(7–26); Anti-MAPE2 ⁄ NS5, anti-
body against a multi-antigen MAP4[E2(99–118)-NS5a(112–126)].
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baseline were converted to positive at HAART. When the presence
of anti-GBV-C peptides antibodies in HIV-infected patients was
compared at baseline and receiving HAART therapy (Table 4), a
trend was found toward association between anti-LP1E2 antibodies
(OR: 2.97, p = 0.0006) and HAART treatment, whereas anti-
MAPE2 ⁄ NS5 antibodies did not correlate (p = 0.312). These results
could suggest that anti-LP1E2 antibodies are associated with HIV
disease outcome.
Conclusions and Future Directions
Our results demonstrate that reactivity against GBV-C synthetic pep-
tides is strongly associated with HIV infection. Contrarily, no signifi-
cant differences were seen in the number of positive sera against
GBV-C peptides between HIV-infected patients with positive or neg-
ative HCV co-infection. Based on our results, we propose that the
presence of these antibodies could represent a good marker of
exposure to GBV-C in HIV-infected patients to facilitate a further
analysis of the effect of this exposure in the progression of illness
caused by HIV infection.
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Synthetic peptides derived from an
N-terminal domain of the E2 protein
of GB virus C in the study of GBV-C/HIV-1
co-infection
Leticia Fernández,a Weng C. Chan,b Meritxell Egido,a María J. Gómaraa*
and Isabel Haroa*
Synthetic peptides derived from GB virus C (GBV-C) have previously been studied in our group for the development of new
systems capable of diagnosing diseases caused by this humanotropic virus. We also recently described specific peptide
domains of the E2 envelop protein of GBV-C that have the capacity to interfere with the HIV-1 fusion peptide, produce a
notable decrease in cellular membrane fusion, and perturb HIV-1 infectivity in a dose-dependent manner.
The present work discloses the design and synthesis of both linear and cyclic branched peptides based on a previously reported
N-terminal sequence of the GBV-C E2 protein. Immunoassays and cell–cell fusion assays were performed to evaluate their
diagnostic value to detect anti-GBV-C antibodies in HIV-1 patients, as well as their putative anti-HIV-1 activity as entry inhibitors.
Our results showed that chemical modifications of the selected E2(7–26) linear peptide to afford cyclic architecture do not
result in an enhanced inhibition of gp41 HIV-1-mediated cell–cell fusion nor improved sensitivity in the detection of GBV-C
antibodies in HIV-1 co-infected patients. Thus, the ELISA data reinforce the potential utility of linear versions of the
E2(7–26) region for the development of new peptide-based immunosensor devices for the detection of anti-GBV-C antibodies
in HIV-1 co-infected patients. Copyright © 2012 European Peptide Society and John Wiley & Sons, Ltd.
Supporting information may be found in the online version of this article.
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Introduction
The recent development of improved synthetic, purification, and
analytical methodologies have led to the broad application of
MAPs in biomedical research. Among others, Tam and colleagues
pioneered the design of branched peptide constructs based on
polylysine scaffolds, and the group has extensively reported
various synthetic methodologies to MAPs [1].
Although different types of branched peptide macromolecules
have been reported, the constrained peptide dendrimers have
been particularly investigated in an effort to generate molecules
that closely mimic native protein conformations. The structure-
stabilized cyclic peptides, which are predicted to adopt conforma-
tional features of the original antigenic sites of the native protein,
can be presented in a branched scaffold. In fact, various constrained
cyclic peptide dendrimers have been synthesized and investigated
for their biological activities. For example, solid-phase and solution
synthetic strategies were utilized to prepare a multivalent lipopep-
tide dendrimer containing four copies of the disulfide-mediated
cyclic epitopes of foot and mouth disease virus [2]. Furthermore,
different chemical approaches were applied for the presentation
of cyclic RGD peptides on dendrimeric scaffolds as potential tools
for tumor targeting. Thus, cyclic RGD peptides were synthesized
by solid-phase strategy followed by chemoselective oxime ligation
[3] to afford multimeric constructs. Similar dendrimeric constructs
in which the cyclic RGD peptides were appended by Cu(I)-catalyzed
‘click’ chemistry have also been reported [4,5].
As indicated in the preceding examples, the preparation of the
cyclic peptide dendrimers is synthetically challenging because
direct synthesis of cyclic peptide on a branched scaffold is compli-
cated by competing interchain and intrachain cyclization. In a
branched MAP, these competing reactions could not be minimized
by using high dilution. Moreover, the convergent assembly of a
preformed cyclic peptide to a MAP core has the limitation of the
insolubility of the protected precursors. Consequently, alternative
approaches have been developed that exploit the conjugation of
unprotected precursors to appropriately functionalized dendri-
meric scaffolds [6]. One of these approaches entailed the formation
of cyclic peptides by a modified native chemical ligation strategy
introduced by Kent [7], which is based on an intramolecular S,N-acyl
transfer resulting in the formation of a peptide bond at the ligation
site. The cyclic peptide with a Cys residue at the cyclo-ligation site
was then used to functionalize a pre-prepared branched MAP
sub-unit. Here, chemoselective functionalization was achieved
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using the unique chemistry of the Cys sulfhydryl side chain and an
appropriately modified branched MAP sub-unit. Hence, fully
functional MAPs were obtained upon the conjugation of pre-
synthesized cyclic peptide monomers to functionalized branched
sub-units [8].
Over the past two decades, many applications of MAPs in different
research fields, such as molecular biology, immunology, biochemis-
try, and therapeutic research, have been described [9]. In particular,
the usefulness of MAPs as immunoassay reagents for serodiagnosis
[10], radiolabeled molecules for imaging diagnosis [11], immunosti-
mulatory reagents for antibody production in vaccines [12], and
therapeutic agents [13,14] has been extensively reported.
In our group, synthetic peptides derived from both the
structural and non-structural proteins of GB virus C (GBV-C;
also known as hepatitis G virus) have been studied for the
development of new systems to diagnose infections caused by
the virus. We have investigated the ability of the synthetic peptides
to recognize anti-GBV-C antibodies in HIV-1 and HCV/HIV-1
co-infected patients in order to secure a better understanding of
the effect of exposure to GBV-C on the progression of illness
caused by HIV-1 infection, as well as the putative role as a prognos-
tic marker in the context of other viral infections. The usefulness of
synthetic tetrameric branched peptides containing sequences
from both envelope and non-structural GBV-C proteins for the
diagnosis of GBV-C infection has been reported, demonstrating
the potential clinical value of these heterogeneous branched
molecules to perform prevalence studies of the infections among
the hemodialyzed HCV-infected and HIV-1-infected population
[15,16]. The presence of antibodies against chimeric branched
peptides formed by two domains of different GBV-C proteins could
represent a good biomarker of exposure to GBV-C in HIV-1 patients.
On the other hand, dendrimers can act as polyvalent viral
inhibitors by presenting multiple contact sites on a single
molecule, which could efficiently prevent or disrupt the molecular
interactions that mediate the entry of viruses into host cells [14].
In this context, the design of powerful HIV-1 entry inhibitors
through the multimerization of D-peptides containing a disulfide
bridge has been described [17].
We have also previously identified an N-terminal portion of the
E2 protein of GBV-C that is most likely exposed on the virion
surface by means of biophysical studies [18,19]. In addition, we
have recently described specific domains of the envelop E2
GBV-C protein that interfered with the HIV-1 fusion peptide
vesicle interaction, produced a notable decrease of the cellular
membrane fusion, and interfered with the HIV-1 infectivity in a
dose-dependent manner [20].
Bearing in mind the aforementioned results, we herein report
the design and synthesis of both linear and cyclic branched
peptides based on the previously reported N-terminal sequence
of the GBV-C E2 protein. Immunoassays and cell–cell fusion
assays were performed to evaluate their diagnostic value to
detect anti-GBV-C antibodies in HIV-1 patients and their putative
anti-HIV-1 activity as entry inhibitors, respectively.
Materials and Methods
Reagents
Fmoc-protected amino acids, NovaSynWTGR, and 2-chlorotrityl
resin were purchased from Novabiochem (Läufelfingen,
Switzerland). Peptide-synthesis-grade N,N-DMF and TFA were
obtained from Scharlau (Barcelona, Spain). HPLC-grade
acetonitrile diethyl ether and DCM were from Merck (NJ, USA).
HATU was from Genscript (Piscataway, USA). Other coupling
activators such as HOBt, DIPCI, and DIEA, as well as the scavengers,
triisopropylsilane (TIS), and 1,2-ethanedithiol, were from Fluka-
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Methyl 3-mercaptopropionate
and tris-(carboxyethyl)phosphine (TCEP) were obtained from
Calbiochem, EMD Chemicals Inc. (New Jersey, USA), and Alfa Aesar
(Massachusetts, USA), respectively.
Synthesis of Linear Tetrameric MAPs
Linear tetrameric MAPs were synthesized manually as described
by Tam [21]. Amino acid side-chain protection was effected by
the following: Trt for glutamine and asparagine; tert-butyl for
glutamic acid, serine, and threonine; Pmc for arginine; and Boc
for tryptophan. The Cys residues were replaced by Abu residues.
The first amino acid coupled to the Rink amide resin
(NovaSynWTGR, 0.1mmol) was b-Ala. The tetravalent lysine core
was obtained by sequential coupling of 0.4 and 0.8mmol of
Fmoc-Lys(Fmoc)-OH activated using HATU and DIEA. The assembly
of the peptide sequences E2(17–26), E2(11–26), and E2(7–26) was
then accomplished at both Na-lysine and Ne-lysine positions. An
eightfold molar excess of Fmoc-amino acids, HATU/DIEA (1 : 2),
was used throughout the synthesis. The efficiency of these reactions
was evaluated by Kaiser’s (ninhydrin) test, and repeated couplings
were carried out when a positive ninhydrin test was observed.
The linear tetrameric MAPs were concomitantly side-chain-
deprotected and cleaved from the resin by treatment with TFA
in the presence of TIS and water as scavengers (TFA : TIS : H2O,
9.5 : 2.5 : 2.5) for 3 h with occasional agitation at room temperature.
The volatile reagents were removed in vacuo, and the crude
peptides were precipitated with diethyl ether. The residual solids
were dissolved in 30% acetic acid in water and lyophilized.
Linear MAPs were desalted using Oasis HLB Plus cartridge
225mg/60 mg from Waters. Yields of post SPPS reactions were
58%, 68%, and 72% for MAPLP1, MAPLP2, and MAPLP3, respectively.
Purification of the desalted crudemolecules was achieved by semi-
preparative HPLC and characterization by analytical-scale HPLC and
MS (ES-MS or MALDI-TOF). Final yields after HPLC purification were
5%, 10%, and 14% for MAPLP1, MAPLP2, and MAPLP3, respectively.
Synthesis of Cyclic Tetrameric MAPs
Synthesis of a tetra-chloroacetylated branched Lys core
A tetravalent (chloroacetyl)lysinyl core peptide was obtained on a
Rink amide resin (NovaSynWTGR) of functionalization 0.29mmol/g,
by sequential coupling of 0.4mmol of Fmoc-Lys(Fmoc)-OH and
0.8mmol of Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, which were incorporated through
HATU :DIEA-mediated (1 : 2) carboxyl activation. After Fmoc
deprotection, the tetravalent chloroacetyl moieties were introduced
to the core peptide by using a fourfold excess of chloroacetic acid
via HATU :DIEA (1 : 2) activation. The chloroacetylation reaction
was repeated. The tetravalent (chloroacetyl)lysyl core peptide was
cleaved from the resin by treatment of TFA/TIS/H2O (95/2.5/2.5)
for 2 h. The core peptide was characterized by analytical HPLC and
ES-MS (observed mass=778.3, calculated mass= 778.5). The yield
of post SPPS was 78%.
Synthesis and cyclization of E2(7–26) and shorter analogs
The protected peptides were synthesized on a 2-chlorotrityl
resin (200mg, 1.3mmol/g), by solid phase and following a
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9-fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) strategy. The resin was left in
6ml of dry DCM containing 0.1% DIEA for 15min.
To obtain a lower functionalization of the resin, 0.13mmol
(0.5 eq relative to the resin) of Fmoc-Gly-OH and 0.52mmol
(4 eq relative to the carboxylic acid) of DIEA were dissolved
in dry DCM and added to the above-described amount of
resin. The mixture was stirred for 1 h. At the end of this time,
the resin was washed with 10ml 3  DCM/MeOH/DIEA
(17 : 2 : 1), 3 10ml DCM, 2 10ml DMF, and 2 10ml DCM
and dried in vacuo over KOH pellets for 24 h at room tempera-
ture. A Cys residue, protected with both Boc and Trt at Na and
thiol group, respectively, was incorporated at the N-terminus of
the peptide sequence to enable the ‘head-to-tail’ cyclization of
the E2(7–26) peptide.
The couplings were performed by activating the reagent with
HATU and DIEA. The efficiency of these reactions was evaluated
by the ninhydrin colorimetric reaction, trinitrobenzene sulfonate,
or chloranil tests when required.
The cleavage of the protected peptides from the 2-chlorotrityl
resin was carried out by treatment of 1% TFA in dry DCM for
20min. The solution was filtered into a flask containing 10%
pyridine in methanol (MeOH). The resin material was then
washed with 3 3ml DCM, 3 3ml MeOH, 2 3ml DCM, and
3 3ml MeOH. The filtrate was evaporated under reduced
pressure. Water was added to the residual material, and the
mixture was cooled with ice to aid precipitation of the product,
which was isolated by filtration through a sintered glass funnel.
The product was dried in a desiccator under vacuum over KOH.
All peptides were characterized by ultra-performance liquid
chromatography (UPLC)–ES-MS. The yields of post-SPPS were
69%, 73%, and 76% for LP1, LP2, and LP3, respectively.
Subsequently, coupling of the protected peptides with methyl
3-mercaptopropionate (20 eq) was then conducted in DMF using
a water-soluble carbodiimide (15 eq) and HOBt (15 eq) at 4 C for
24 h [22]. Treatment of the protected thioester segment with 95%
TFA, 2.5% TIS, and 2.5% H2O at room temperature for 3 h and
subsequent isolation by precipitation with cold diethyl ether,
centrifugation, and lyophilization in 10% acetic acid afforded
the desired thioester peptide. The yields of thioester peptides
were between 46% and 48%.
The linear N-cysteinyl thioester peptides at a concentration
of 1mg/ml were dissolved in 0.2M Na2HPO4, 0.1M citric
acid buffer (pH 7.5) containing TCEP (2mg, 6 mmol, 2 eq), and
HSCH2CH2COOCH3 (2 ml, 15 mmol, 5 eq). The cyclization reactions
were followed by HPLC and judged to be completed after
24 h. The yields of cyclizations were 72%, 88%, and 98% for
CP1, CP2, and CP3, respectively.
Thioether ligation
To the chloroacetylated oligolysine core (0.4mg, 0.5 mmol)
dissolved in 0.1M Tris–HCl buffer, pH 8.2, small portions in solid
form of the cyclic peptide, CP1: cyc-HT-E2(7–26), CP2: cyc-HT-E2
(11–26), or CP3: cyc-HT-E2(17–26), were added to the solution
from time to time in order to obtain the cyclic tetrameric MAPs
by means of a thioether ligation. In all cases, the thioether
ligation reactions were monitored by HPLC and allowed to
proceed until no changes in the HPLC profile were observed.
The reactions were terminated by acidification. Fractions
representative of different degrees of peptide incorporation
were isolated by semi-preparative HPLC and characterized by
analytical HPLC and ES-MS and MALDI-TOF spectrometry.
Chromatography
Analytical HPLC was performed on Kromasil C18 or Kromasil C8
(Teknokroma, 4.6 250mm, 5mm particle size) and Poroshell
300-SB C18 (Agilent Technologies, 2.1 75mm, 5mm particle size)
reverse-phase columns on Perkin Elmer or Agilent 1260 Infinity
systems. Linear gradients of 0.05% TFA in acetonitrile (solvent B)
into 0.05% TFA inwater (solvent A) over 20–30min at 1ml/min flow
rate, with UV detection at 220nm, were used for the separation.
Analytical UPLC was performed on ACQUITY UPLC BEH C18
(Waters, 2.1 100mm, 1.7mm particle size) or UHPLC Zorbax SB
C18 (Agilent Technologies, 2.1 150mm, 1.8mm particle size)
reverse-phase columns on aWaters ACQUITY UPLC system. Solvent
A was 0.05% formic acid in water, and solvent B was 0.05% formic
acid in acetonitrile. Elution was done with linear gradients of
solvent B into A over 10min at 0.3ml/min. Both variable wave-
length UV detector and ES-MS were connected to the UPLC for
the peptide characterization.
Semi-preparative HPLC was performed on Kromasil C18 and
Kromasil C8 (Teknokroma, 5mm, 22 250mm, 5mm) in a Waters
Delta Prep 4000 system or XBridge BEH300 prep C18 (Waters,
10 250mm, 5 mm particle size) in an Agilent 1260 Infinity
system. Linear gradients were performed at the same conditions
as that of analytical HPLC but at a flow rate of 3.5–4ml/min. Semi-
preparative fractions characterized by analytical HPLC were
pooled and lyophilized.
Mass Spectrometry
Electrospray ionization mass spectrometry was performed with a
liquid chromatograph-TOF detector, LCT Premier XE (Micromass
Waters), coupled to the UPLC (Waters). Samples were dissolved in
a mixture of acetonitrile/water (1 : 1, v/v) and analyzed previously
at the UPLC with a flow rate of 0.3ml/min. Mass spectra were
recorded in positive ion mode in the m/z 500–2500 range.
MALDI-TOF mass spectra were recorded in an Autoflex III
Smartbeam (Bruker Daltonics), using either sinapinic or
a-hydroxycinnamic acid matrixes on an MTP 384 target plate
(Bruker). MS spectra were in linear positive mode.
Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Two different panels of serum samples were analyzed. The first
panel consisted of 45 sera from HIV-infected patients from
the Hospital of Bellvitge of Barcelona. The second panel
corresponded to 45 control sera from volunteer blood donors
from the Hospital Clinic of Barcelona.
Peptides were coupled to assay plates via their amine terminal
groups and/or by means of the non-covalent adsorption of the
molecules to the surface (preactivated N-oxysuccinimidyl active
ester plates, Costar Corp., DNA Bind) at 1mg per well. Nunc
Immobilizer amino plates were also used to bind CP1, CP2, and
CP3 cyclic peptides by their thiol group. Coupling was performed
at 4 C overnight in 0.05M carbonate/bicarbonate buffer pH 9.6.
Each plate contained control wells that included all reagents
except the serum sample in order to estimate the background
reading and control wells that included all reagents except the
peptide to evaluate non-specific reactions of sera. For blank
controls, wells were coupled with 2 mg of BSA per well. After
incubation, the plates were blocked with 2% BSA in 0.05M
carbonate/bicarbonate (pH 9.6) buffer for 1 h at room temperature.
Sera were diluted 50-fold in RIA buffer (1% BSA, 350mM
NaCl, 10mM Tris–HCl, pH 7.6, 1% Triton X-100, 0.5% sodium
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deoxycholate, 0.1% sodium dodecyl sulfate) supplemented with
10% fetal bovine serum. An amount of 100 ml was added to each
well, and the mixture was incubated for 1.5 h at room temperature.
After the mixture was washed six times with phosphate-buffered
saline/0.05% Tween-20, 100 ml per well of antihuman IgG
conjugated to peroxidase diluted 1 : 1000 in RIA buffer was added.
After incubation for 1 h at room temperature, the plates were
washed six times with phosphate-buffered saline/0.05% Tween-
20, and bound antibodies were detected with o-phenylenediamine
dihydrochloride (Sigma Chemical Company) and 8ml/10ml 30%
hydrogen peroxide. The plates were incubated at room tempera-
ture for 30min. The reaction was stoppedwith 50 ml of 2M aqueous
H2SO4 per well, and absorbance values were measured at a
wavelength of 492 nm. All sera were tested in duplicate. Control
sera were also included to monitor inter-assay and intra-assay
variations. The cutoff was calculated for each peptide from
negative control sera (mean+2 standard deviations). Statistical
analysis was conducted using the GraphPad Prism 5 program.
This study was approved by the ethics committee of the
hospitals.
Inhibition of Cell Binding Assay
Two cell lines were used: HeLa-env (donated by Dr Blanco from
Fundació IRSI Caixa), which indicates the protein from the HIV-1
envelope and includes the HIV-1 LTR promoter in its genome,
and TZM-bl (AIDS reagents Cat. No 8129), which expresses the
membrane receptor from CD4 lymphocytes and co-receptors
CCR5 and CXCR4 and includes the luciferase and b-galactosidase
genes in its genome.
In short, the trial on the inhibition of cell binding induced
by GBV-C peptides consists of the incubation of ~2500 HeLa-
env cells per well (Cultek cat. plates no. 15–3596) for 1 h with
increasing concentrations (up to 200mM) of the peptides to be
tested, followed by the addition of around ten times (~25 000






























Figure 1. Synthesis of linear MAPs. Reagents: (i) Fmoc-bAla-OH/HATU/
DIEA, DMF; (ii) 20% piperidine/DMF; (iii) Fmoc-Lys(Fmoc)-OH/HATU/DIEA,
DMF; (iv) SPPS; (v) TFA/H2O/iPr3SiH (95/2.5/2.5).
Table 1. Characterization of linear tetrameric MAPs
Name Primary sequence HPLC (k′)a Calc. mass Exp. massb
MAPLP1 GSRPFEPGLTWQS[Abu]S[Abu]RANG 2.3 8869.7 8869.9
MAPLP2 FEPGLTWQS[Abu]S[Abu]RANG 2.4 7280.0 7280.2
MAPLP3 WQS[Abu]S[Abu]RANG 1.8 4701.1 4701.1
aKromasil C18 column (5 mm, 25 0.46 cm). Eluents: (A) 0.05% TFA in water; (B) 0.05% TFA in acetonitrile. Flow rate: 1ml/min, detection at 215 and
280 nm. Gradient elution: 95% (A) to 5% (A) in 30min.





































Figure 2. Synthesis and cyclization of linear peptides. Reagents and
conditions: (i) Fmoc-Gly-OH/DIEA, CH2Cl2; (ii) 20% piperidine/DMF; (iii) SPPS;
(iv) Boc-Cys(Trt)-OH,/HATU/DIEA, DMF; (v) 1% TFA/ CH2Cl2; (vi) HS(CH2)
2CO2CH3, water-soluble carbodiimide/HCl, HOBt, 4 C, 24 h; (vii) TFA/H2O/
iPr3SiH (95/2.5/2.5); (viii) 0.2M aq. phosphate buffer pH 7.5, TCEP, HS(CH2)
2CO2CH3.
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To control cell binding, wells without peptides were
reserved, and a known cell binding inhibitor used, C-34 (AIDS
reagents cat. no. 9824), as a positive control. The level of
inhibition of cell binding was qualitatively assessed by
observing the formation of syncytia under the microscope.
The quantitative values were obtained by measuring the
b-galactosidase activity. In the fluorimetric assay performed,
20% 5ml Igepal in a solution of 100mM phosphate buffer pH
7.2 and 0.1mM MgCl2 were added to each well, and the
contents were mixed. b-Galactosidase activity was quantified at
37 C in a 96-well plate by mixing 50ml of each lysate and 50ml
of 4-methylumbellipheryl-b-D-galactopiranoside (1mM in
phosphate buffer 100mM, pH 7.2, 0.1mM MgCl2) and incubating
for 30min. Enzymatic reaction was stopped by the addition
of 150ml glycine-NaOH buffer (100mM, pH 10.6). The amount of
4-methylumbelliferone formed was determined using a SpectraMax
M5 (Molecular devices) fluorimeter at 355 nm (excitation) and
460nm (emission).
Results and Discussion
Different forms of presentation (linear, cyclic, and branched
peptides) of an N-terminal peptide domain of the envelop
E2 protein of GBV-C have been synthesized by solid-phase
methodologies and evaluated regarding its diagnostic value to
detect anti-GBV-C antibodies in HIV patients, as well as for their
putative anti-HIV-1 activity as entry inhibitors.
Three antigenic overlapping peptides belonging to the E2
region, namely LP1: E2(7–26), LP2: E2(11–26), and LP3: E2(17–26),
have been selected regarding the length of their primary sequence.
The Cys residues in positions 20 and 22 were replaced by Abu
residues because this amino acid has the same hydrophobic and
steric properties as Cys but avoids the reactivity of the Cys thiol group
without modifying the immunochemical properties of the parent
peptide [23].
As described earlier, peptide dendrimers have many
applications in different research fields and are potential new
Table 2. Characterization of linear and cyclic peptides
Name Primary sequence HPLC (k′)b Calc. mass Exp. massc
LP1 (C)GSRPFEPGLTWQS[Abu]S[Abu]RANG 3.5 2116.0 2116.3
CP1a 3.6 2201.0 2201.1
LP2 (C)FEPGLTWQS[Abu]S[Abu]RANG 3.2 1719.8 1719.6
CP2a 3.3 1805.0 1804.8
LP3 (C)WQS[Abu]S[Abu]RANG 2.9 1074.5 1074.8
CP3a 3.1 1159.5 1159.6
acyc-HT: cyclic head-to-tail N-cysteinyl peptide. The N-terminal Cys residue is only present in CP peptides.
bKromasil C18 column (5 mm, 25 0.46 cm). Eluents: (A) 0.05% TFA in water; (B) 0.05% TFA in acetonitrile. Flow rate: 1ml/min, detection at 215 and
280 nm. Gradient elution: 95% (A) to 5% (A) in 30min.
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Figure 3. Progress of the cyclization reaction of LP1 monitored by UPLC/ES-MS at 0 and 24 h reaction time. UPLC conditions: 5–95% linear gradient of
eluent B into A over 10min at a flow rate of 0.3ml/min. UPLC C18 column. Solvent A was 0.05% HCOOH in water, and solvent B was 0.05% HCOOH in
acetonitrile. (A) N-cysteinyl LP1 thioester, calculated mass: 2321.1, experimental mass: 2321.3. (B) CP1, calculated mass: 2201.0, experimental mass:
2201.1.
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therapeutics. Among the several advantages of dendrimers,
their ability to display multiple copies of epitopes required for
biological recognition processes should be highlighted. In an
attempt to improve both the antibody recognition and the
anti-HIV-1 fusion activity of the selected E2 GBV-C protein N-terminal
domain, different peptide dendrimers based on a polylysine scaffold
were designed for the presentation of both linear and cyclic forms of
this peptide region.
Firstly, a linear homogeneous tetrameric MAP of each
overlapped peptide (MAPLP1, MAPLP2, and MAPLP3) has been
successfully synthesized. Their synthetic scheme is illustrated in
Figure 1. Although some minor synthetic and analytical difficulties
were encountered (e.g., repeated couplings were necessary and
complex HPLC profiles of crude samples), the three tetrameric
MAPs were obtained. Purification of the crude molecules was
achieved by semi-preparative HPLC. HPLC chromatograms and
MALDI-TOF and ES-MS spectra of purified tetrameric MAPs are
shown in Figure S1 of the Supporting Information. Characterization
of the final products by MALDI-TOF and ES-MS spectrometry
confirmed the expected molecular mass of the linear tetrameric
MAPs (Table 1).
In order to obtain cyclic tetrameric MAPs comprising the
same N-terminal domain of E2 GBV-C protein, the synthesis of a
tetra-chloroacetylated branched Lys core was firstly accomplished
by solid-phase peptide chemistry. The core was appropriately
characterized by analytical-scale HPLC and ES-MS (Figure S2 of
Supporting Information).
The synthesis of cyclic E2 peptides bearing a free thiol for
subsequent conjugation onto the chloroacetylated core was
pursued. To this end, the three different linear E2 peptides were
again synthesized in solid phase, and peptide cyclization was
carried out by intramolecular native chemical ligation. As
described earlier, this regiospecific method is based on an
intramolecular transesterification reaction between a thioester
group and the sulfhydryl group of a Cys residue specifically
introduced in the N-terminal position of the peptide sequence.
The synthetic strategy is outlined in Figure 2. As illustrated, a
modular approach for the chemical macrocyclization of the E2
linear peptides, which would subsequently deliver scaffolds
bearing reactive sulfhydryl functionality, was followed. This
approach was based on a chemoselective head-to-tail cyclization
using unprotected (native) N-cysteinyl peptide thioester via a
proximity-driven S-to-N acyl transfer pathway.
The synthesis of the thioester at C-terminal position using
Fmoc chemistry is considered to be troublesome because of their
poor stability to strong nucleophiles such as piperidine. To
overcome this limitation, an approach usually described in the
literature consists of the synthesis in solution using partially
protected peptides [24]. Because the major drawback of this
method is the likely epimerization of a C-terminal residue during
the thioesterification reaction, a Gly residue was incorporated in
the C-terminus to overcome this limitation [25]. Thus, the desired
linear peptides (listed in Table 2) were assembled on o-chlorotrityl
resin using standard Fmoc/t-Bu chemistry, and for analytical
purposes, samples of totally deprotected peptides were obtained
and characterized by UPLC and ES-MS (Table 2).
Following cleavage of the partially protected peptides using
mild conditions, thioester formation at the C-terminus was
accomplished in organic solution. Upon removal of all protecting
groups, the crude cysteinyl peptide thioesters were found to
be sufficiently pure and were therefore used directly for
intramolecular macrocyclization.
Efficient macrocyclization was ensured by the presence of
TCEP to inhibit disulfide bond formation and a thiol auxiliary
reagent [8]. As an example, the progress of the LP1 cyclization
process, after 24 h, monitored by analytical HPLC is shown in
Figure 3. The mass identification of each chromatographic peak
is also shown. It has been reported by others that this cyclization
occurs cleanly and efficiently in yields ranging from 75% to 82%
for peptides of 14 and 16 residues [8]. In our hands, the
cyclization reaction of the three E2 peptides proceeded also
cleanly because oligomerization of the thioester peptide was
not detected in any case; the yields of CP1: cyc-HT-E2(7–26),
CP2: cyc-HT-E2(11–26), and CP3: cyc-HT-E2(17–26) were almost
quantitative by HPLC. Characterization of purified cyclic peptides
by analytical HPLC and ES-MS is shown in Figure S3 of the
Supporting Information.
Finally, the assembly of each cyclic E2 peptide to the
previously obtained tetra-chloroacetylated polylysine MAP sub-
unit was performed in solution as illustrated in Figure 4.
The ligation reactions of the largest CP1 and medium-size




































































Figure 4. Synthesis of cyclic MAPs. Reagents and conditions: (i) Fmoc-bAla-
OH/HATU/DIEA, DMF; (ii) 20% piperidine/DMF; (iii) Fmoc-Lys(Fmoc)-OH/
HATU/DIEA, DMF; (iv) ClCH2CO2H/DIPCI/HOBt, DMF; (v) TFA/H2O/iPr3SiH (95/
2.5/2.5); (vi) cyclic peptide added portionwise, 0.1M Tris–HCl buffer pH 8.2.
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tetra-chloroacetylated core were allowed to proceed for 48 h. In
both cases, UPLC analysis showed that the expected final pro-
ducts were not obtained. MALDI-TOF or ES-MS analysis of the dif-
ferent fractions collected by UPLC did not show the presence of
the expected cyclic tetrameric MAPs (Table 3). Nevertheless, we
conclusively identified products showing the incorporation of
one or two copies of each cycle (CP1 or CP2) into the derivatized
oligolysine sub-unit by MALDI-TOF (Figure S4, Supporting
Information). MALDI-TOF analysis showed some differences
between theoretical [M+H+] and observed masses. Because
spectra were acquired in the linear TOF mode, we considered
such differences to be within expectations.
In addition, the thioether ligation of CP3, the smaller cyclic E2
peptide comprised of 11 residues, was also sluggish, and a
complex crude product was detected by UPLC. As shown in
Figure 5, we could identify a set of peaks that were assigned to
the MAPs containing different copies of CP3. It is worth nothing
that, in this case, we were able to identify by MALDI-TOF
and ES-MS the tetrameric MAP composed of four copies of
the cyc-HT-Cys E2(17–26). Unfortunately, the complex crude
product obtained did not enable a good isolation of the target
product with four copies of CP3 in a desirable amount and
purity to be used in biological assays. The difficulties found could
be related with steric effects and have previously been reported
by others [2,26,27].
Diagnostic value of antibodies against synthetic peptides derived
from the N-terminal domain of E2 GBV-C. We investigated the
ability of the E2(7–26)-derived peptides, as described earlier, to
interact with anti-GBV-C antibodies in HIV-infected patients. This
work follows our previous research using chimeric molecules
formed by two domains of different GBV-C proteins, in which
Table 3. MALDI-TOF MS characterization of cyclic MAPs
Name Mass calc. Mass found












Figure 5. UPLC of the crude MAPCP3 and assignation of peaks by MS (MALDI-TOF and ES-MS). HPLC conditions: 10–50% linear gradient of eluent B into
A over 27min at a flow rate of 1ml/min. HPLC C18 column. Solvent A was 0.05% TFA in water, and solvent B was 0.05%TFA in acetonitrile. (A) MAPCP3-1
calculated mass: 1903.34, experimental mass (ES-MS): 1902.06; (B) MAPCP3-2 calculated mass: 3027.14, experimental mass (ES-MS): 3025.80; (C) MAPCP3-3
calculated mass: 4150.94, experimental mass (ES-MS): 4149.65; (D) MAPCP3-4 calculated mass: 5274.42, experimental mass (ES-MS): 5274.33.
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we observed good sensitivity/specificity for the detection of anti-
GBV-C antibodies in hemodialyzed chronic hepatitis and HIV-
infected patient samples.
ELISA was performed as previously described [15] . Using the
LP1 linear peptide, we initially assessed the serologic reactivity
of the 95 sera panel from HIV-infected patients that previously
tested positive for GBV-C anti-E2 protein antibodies by the
Abbott test. Also, a panel of 97 sera from blood donors was used
as negative controls. The results obtained when performing the
comparative ROC curve analysis rendered a cutoff value of
0.357 ODU for LP1, which corresponded to 94.8% specificity
[16]. Considering this cutoff value, seven sera from a panel of
45 HIV patients with unknown GBV-C/HIV-1 co-infection reported
positive and were therefore selected for further evaluation.
Hence, these seven samples were tested for their reactivity
against the remaining E2(7–26)-derived peptides and multimer
constructs, that is, LP2, LP3, and the corresponding cyclic (CP1,
CP2, and CP3) and multimeric (MAPLP1, MAPLP2, and MAPLP3)
analogs. In Table 4, the obtained results are shown. As observed,
only the CP3 cyclic peptide derived from the shorter E2 peptide
reported positive for all the assayed sera.
For comparative purposes, the cutoff values for all peptides
derived from the E2(7–26) region were calculated in this
work by using the media + 2 standard deviation of the OD
values obtained with a panel of 45 sera of blood donors that
were considered as negative controls. With these cutoff values
taken into account, when the LP1 is compared with their
corresponding cyclic or multimeric versions, the linear LP1
peptide was significantly more reactive when probed using
HIV-infected patients’ sera (Figure 6). However, cyclization of
the shorter linear versions of the E2 domain afforded relatively
more reactive compounds, when compared with the parent
linear versions. For example, the CP3 (Table 4) was the most
reactive of the three cyclic compounds either using NOS-
activated Costar (23 positive sera from the 45 assayed samples)
or Nunc Immobilizer amino plates (15 positive sera from the 45
assayed samples) (Figure S5 of Supporting Information). Hence,
we performed a further comparative analysis using the CP3 cyclic
peptide and its corresponding MAP against the whole panel of
HIV sera. Although the mean of the absorbance values was
slightly lower for the MAP, no significant differences were
observed between the monomeric and multimeric versions of
the CP3 peptide (Figure 7). In both cases, 23 of the 45 sera of
HIV-infected patients with unknown GBV-C/HIV-1 co-infection
reported positive outcomes, which corresponded to a reactivity
of 51%. These results are considered not to be significantly
different to the ones previously reported for LP1 [16]. In this case,
the presence of antibodies anti-LP1 was detected in 79 of 164
HIV-infected patients (48% sensitivity). These values agree well
with the reported prevalence of GBV-C viremia ranging from
14% to 43% among people with HIV infection [28]. Consequently,
in our hands, under the same ELISA conditions, neither the
shorter versions of LP1 nor their head-to-tail cyclization or multi-
merization achieved diagnostic properties that are superior to
the LP1 peptide.
Other ELISA plates could also be used in order to test if better
antibody recognition is achieved with cyclic peptides. The
secondary amino (CovaLink NH, Nunc) grafted ELISA plates could
Table 4. Reactivity of E2 peptides against sera of HIV-infected
patients
Serum LP1 LP2 LP3 CP1 CP2 CP3 MAPLP1 MAPLP2 MAPLP3
S1 +   +++  + ++ + 
S12 ++ +++ ++ +  +  + 
S16 + +    +   
S30 + ++ + + + + ++ +++ +
S39 + + + +  + + + +
S40 + ++  + + + + + +
S41 +  +  + + + + 
7/7 5/7 4/7 5/7 3/7 7/7 5/7 6/7 3/7














































Figure 6. Reactivity of linear, cyclic, and MAP analogs of LP1, LP2, and
LP3 peptides with a panel of 45 HIV-infected patient sera. The samples
were considered anti-GBV-C positive when A492/CO≥ 1.
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be used in future work to further analyze the potential utility of
cyclic peptides for antibody recognition. In this context, these
cyclic peptides would be conjugated via the Glu residues to the
surfaces of the grafted ELISA plates.
Anti-HIV-1 activity of synthetic peptides derived from the
N-terminal domain of E2 GBV-C. We have also investigated the
potential anti-HIV-1 activity of different forms of presentation of
the N-terminal sequence of GBV-C E2 protein as entry inhibitors,
by examining their effect on cell–cell fusion assays and analyzing
their capacity to block syncytium [20].
Before using the peptides on cells, we evaluated their
cytotoxicity. Thus, both families of linear and cyclic peptides did
not exhibit any observable cytotoxicity as evaluated by the
MTT assay, at the maximum assayed concentration (300 mM).
However, the MAPs (MAPLP1, MAPLP2, MAPLP3, and MAPCP3)
precipitated at the highest concentrations; thus, the maximum
non-cytotoxic concentration tested was 40 mg/ml.
Next, we examined the effect of the E2 synthetic constructs
on cell–cell fusion assays, analyzing their capacity to block
syncytium formation between HeLa cells expressing the
envelope protein of HIV-1 and TZM-bl cells expressing the human
CD4 receptor CXCR4 or CCR5 HIV-1 co-receptors in the presence
of various amounts of each peptide.
Values of cell–cell fusion inhibition lower than 50% for all the
assayed peptides concentrations were obtained, and they were
not produced in a dose-dependent manner (data not shown).
In Figure 8, the comparative results obtained at 40 mg/ml
peptides concentration is shown. As observed, a clear but non-
significant trend was obtained for the three overlapping peptides
(p> 0.05), the cyclization being the modification that rendered
higher inhibition values.
Because of the non-dose-dependent inhibition results
obtained, we were not able to calculate the IC50 values. However,
the potencies of the reported GBV-C E2 analogs were quite
modest (close to millimolar range), the concentration needed to
inhibit gp41-mediated cell–cell fusion being considerably higher
compared with well-known entry inhibitors [29]. Consequently, it
appeared that the chemical modifications carried out in the
selected E2(7–26) peptide did not result in a substantial
reduction of the concentration needed to inhibit virus entry.
Conclusions
Our results showed that chemical modifications of the selected
E2(7–26) linear peptide to afford cyclic architecture do not result
in an enhanced inhibition of gp41 HIV-1-mediated cell–cell fusion
nor improved sensitivity in the detection of GBV-C antibodies in
HIV co-infected patients. Thus, the ELISA data reinforce the
potential utility of linear versions of the E2(7–26) region for the
development of new peptide-based immunosensor devices.
Nevertheless, we envisaged that our overall construct design
and synthetic strategy, especially to the unique cyclic peptide
MAPs, could be exploited for exploring the effect of structural
constraint and avidity in other biological systems.
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Figure 7. (A) Reactivity of CP3 and MAPCP3 with a panel of 45 HIV-infected patient sera. The samples were considered anti-GBV-C antibodies positive
when A492/CO ≥ 1. (B) Distribution of test’s values by populations. Boxes represent median and interquartile range (distance between the 25th and 75th
percentiles). Whiskers represent values outside interquartile range. Single points represent outliers and extreme values. Serum levels of anti-GBV-C anti-
bodies in 45 HIV-infected patients, CP3: mean= 1.148, SD=0.562, MAPCP3: mean= 1.125; SD=0.624.













Figure 8. Inhibitory activity of linear, cyclic, and MAP E2 peptides on
gp41-mediated cell–cell fusion assay at a concentration of 40mg/ml.
LP1: E2(7–26) linear; CP1: E2(7–26) cyclic; LP2: E2(11–26) linear; CP2: E2
(11–26) cyclic; LP3: E2(17–26) linear; CP3: E2(17–26) cyclic, MAPLP1:
MAP4E2(7–26); MAPLP2: MAP4E2(11–26); MAPLP3: MAP4E2(17–26); MAPCP3:
MAPE2(17–26) cyclic. This assay was performed in triplicate.
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Figure 1. Characterization of purified linear tetrameric MAPs. HPLC 
chromatograms, MALDI-TOF and ES-MS spectra of: A) MAPLP1; B) MAPLP2; C) 
MAPLP3. HPLC conditions: 5-95% linear gradient of eluent B into A over 25 min. 
Solvent A was 0.05% TFA in water and solvent B was 0.05% TFA in 
acetonitrile. Analytical C18 column.  MAPLP1 calculated mass: 8869.7, 
experimental mass (ES-MS): 8869.9; MAPLP2 calculated mass: 7280.0, 
experimental mass (ES-MS): 7280.2; MAPLP3 calculated mass: 4701.1, 



































































































































Figure 2. HPLC and ES-MS characterization of purified tetrachloroacetylated 
oligolysine core. HPLC conditions: 5-95% linear gradient of eluent B into A over 
20 min. Solvent A was 0.05% TFA in water and solvent B was 0.05% TFA in 




























Figure 3. HPLC and ES-MS characterization of A) CP1, B) CP2 and C) CP3. 
HPLC conditions: 5-95% linear gradient of eluent B into A over 20 min. Solvent 
A was 0.05% TFA in water and solvent B was 0.05% TFA in acetonitrile. 
Analytical C18 column. CP1 calculated mass: 2201.0, experimental mass: 
2201.1; CP2 calculated mass: 1805.0, experimental mass: 1804.8; CP3 




































































MW exp:  1804.8







































Figure 4. MALDI-TOF of A) MAPCP1-1 and MAPCP1-2.; B) MAPCP2-1 and MAPCP2-2 
MAPCP1-1 calculated mass: 2944.50, experimental mass: 2947.64; MAPCP1-2 
calculated mass: 5110.45, experimental mass: 5118.59; MAPCP2-1 calculated 
mass: 2547.07, experimental mass: 2547.94; MAPCP2-2 calculated mass: 
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